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Podemos definir las células madre como células presentes en 
todos los organismos multicelulares que no poseen las 
características fenotípicas de ningún tejido adulto, pero que son 
capaces de generar de novo células diferenciadas de los tipos 
celulares existentes en los tejidos. Estas células tienen la capacidad 
de dividirse mediante mitosis, diferenciarse en diversos tipos 
celulares especializadas y autorrenovarse para producir más células 
madre. Existen diversos tipos de células madre y todas ellas deben 
presentar las siguientes propiedades comunes: expresión de 
marcadores de pluripotencia, activación de vías de señales de 
transducción que mantienen el estado “stem”, un estado 
proliferativo característico, comportamiento in vitro de las CMs 
pluripotentes, y comportamiento in vivo. Gracias a estas 
propiedades y sus capacidades regenerativas únicas, las células 
madre ofrecen un gran potencial para el tratamiento de diversas 
patologías utilizando procedimientos de ingeniería de tejidos, 




 Las células madre se pueden clasificar en cuatro tipos 
definidos, dos fisiológicos presentes en diferentes etapas de la vida, 





(CMAs); uno inducido que son las células madre pluripotente 
inducidas (CMPi); y uno patológico, las células madre 
cancerígenas (CMCs) que presentan algunas propiedades “stem”. 1 
 
Las células madre embrionarias son células derivadas de la 
masa celular interna (MCI) del blastocisto, y presentan la capacidad 
de crecer indefinidamente, como se muestra en la figura 1. Estas 
células existen in vivo durante un corto periodo del desarrollo del 
embrión, en paralelo con la división mitótica. Son obtenidas 
mediante dispersión enzimática de la MCI y cultivadas bajo 
condiciones particulares. Las CMEs resultantes poseen la 
capacidad no sólo de autorenovarse, sino también de mantener la 
pluripotencia y de diferenciarse hacia las tres capas germinales. Las 
células madre epiblásticas pluripotentes (EpiCM o EpiSC-en 
ingles) derivadas del epiblasto embrionario son un subtipo de 
CME, pero difieren en su estado epigenético y no son 
completamente pluripotentes. Las CMEs humanas podrían suponer 
una alternativa para el tratamiento de enfermedades como el 
Parkinson, daños en la espina dorsal y la diabetes, lo cual está 
siendo profundamente estudiado, teniendo en cuenta el impacto que 
supone el uso de  estas células para el trasplante en pacientes. 1,2 
 Las células madre adultas se encuentran en organismos 
desarrollados y poseen dos propiedades principales, la capacidad de 
dividirse y crear otra célula igual a sí misma, y la de dividirse para 
crear una célula diferente de sí misma (Figura1). Estas células raras 
y generalmente escasas, son mayormente quiescentes y están 





encontrar en una serie de tejidos como medula ósea, tejido adiposo, 
intestinos y piel, donde sirven para reemplazar a aquellas células 
perdidas por daño, desgaste o recambio natural. El uso de células 
madre adultas en investigación y terapia es mucho más prometedor 
que el de células madre embrionarias, dado que no se requiere la 
destrucción de un embrión para su obtención, y se minimiza el 
riesgo de rechazo ya que en algunos casos se pueden obtener a 
partir del destinatario.1,3 
Dadas las dificultades éticas en el uso de células madre 
embrionarias y el riesgo de rechazo de las mismas, surge la 
necesidad de generar células pluripotentes directamente de las 
propias células del paciente. La hipótesis de plasticidad celular 
propone que al igual que una célula pluripotente es capaz de 
diferenciarse hacia una célula somática, ésta también puede volver 
a convertirse en una célula madre, a la que se conoce como célula 
madre con pluripotencia inducida (CMPi)1.Las células somáticas 
pueden ser reprogramadas mediante la transferencia del contenido 
de sus núcleos en oocitos o mediante la fusión con células 
embrionarias, lo que indica que los huevos no fertilizados y las 
células ES contienen factores que pueden conferir totipotencia o 
pluripotencia a las células somáticas 4,5. En 2006, Yamanaka et al. 
fueron capaces de generar células madre pluripotente inducidas, 






Figura 1. Tipos de células madre. Células madre embrionarias, procedentes de la 
masa celular interna del blastocisto; y células madre adultas, procedentes de 
diversos tejidos del adulto, como médula ósea o tejido adiposo. Ambas pueden dar 
lugar a tipos celulares de diferentes tejidos mediante protocolos de diferenciación 
específicos y podrían ser usadas para regeneración de tejidos dañados.  
 
 
1.2 Células madre embrionarias 
 
Las células madre embrionarias (CME) son células con 
capacidad pluripotente y de autorenovación derivadas de la masa 
celular interna del blastocisto en desarrollo. La pluripotencia es la 
capacidad de una célula de generar todas las líneas celulares del 
desarrollo y del organismo adulto; y la autorenovación es la capacidad 
de una célula de proliferar en el mismo estado 6. Por tanto, las CME 
procedentes de embriones pre-implantados poseen el potencial de 





germinales, ectodermo (tejidos epidérmicos y nervios), mesodermo 
(músculo, hueso y sangre) y endodermo (hígado, páncreas, tracto 
gastrointestinal, y pulmones), incluyendo células fetales y adulta 
(Figura 2). Estas células por sí mismas no dan lugar a un feto o animal 
adulto, ya que no retienen el potencial  para constituir los tejidos 
extraembrionarios, e in vitro carecen de las señales esenciales para el 
desarrollo in vivo. La base de la pluripotencia reside en vías de 
regulación conservadas compuestas por numerosos factores de 
transcripción y múltiples cascadas de señalización. Así, estas vías de 
regulación mantienen las CME en un estado pluripotente y no 
diferenciado mientras que alteraciones de estas señales promueven la 
diferenciación. 6,7 
 
El estado de pluripotencia es mantenido in vitro gracias a una 
variedad de factores de transcripción, entre los que destaca el núcleo 
de los factores de transcripción Oct4, Sox2 y Nanog. Oct4 y Nanog 
fueron identificados como los reguladores principales mostrando que 
son esenciales para el mantenimiento del estado pluripotente (Figura 
2). Oct4 funciona como un heterodímero con Sox2, emplazando así a 
Sox2 entre los reguladores principales, siendo esta cooperación 
fundamental en el mantenimiento de la pluripotencia celular y 
prevención de la diferenciación del trofectodermo y la formación 
poliploide en CME. Sox2 regula la expresión del gen fgf4 con Oct4, y 
recientemente se ha encontrado que el núcleo constituido por Sox2, 
Oct4 y Nanog activa genes críticos para la autorrenovación y reprime 
genes que promueven la diferenciación, controlando así la 





estable. Además, muchos otros factores de transcripción parecen 
mantener la pluripotencia de las CME, entre ellos c-Myc, Rex1, B-
Myb, Foxd3, Gbx2, UTF1, Fgf4, Pem, Sall4, Zic3 y Zfx.6-8 Es 
necesario entender dos conceptos fundamentales en la función del 
núcleo de factores de transcripción Oct4, Sox2 y Nanog en CME: en 
primer lugar, dicho núcleo regula positivamente sus propios 
promotores, formando un bucle interconectado de autoregulación. En 
segundo lugar, los factores de núcleo co-ocupan y activan la expresión 
de los genes necesarios para mantener el estado de las CME, 
contribuyendo a la represión de genes que codifican factores de 
transcripción que promueven la diferenciación.6 
 
 
Figura 2. Regulación de la pluripotencia de las CME. El núcleo constituido por los 
factores de transcripción Oct4, Nanog y Sox2 son los responsables del 
mantenimiento de la pluripotencia y autorenovación de las CME, y represión de 
genes de diferenciación. Bajo un protocolo de diferenciación, estas células poseen 
el potencial de diferenciarse hacia cualquier tipo celular derivado de las tres capas 







1.2.1 Potencial Terapéutico 
 
Defectos durante  el proceso de desarrollo puede causar 
diferentes tipos de enfermedades, con lo que la mejora del 
entendimiento de los mecanismos de control en células 
pluripotentes podría permitir nuevas terapias para estas 
enfermedades 6. 
 
Gracias a su capacidad de diferenciación in vitro, las CME  
han mostrado claramente que poseen el potencial para generar 
células multipotentes y células progenitoras capaces de 
diferenciarse hacia un número limitado de destinos, las cuales 
podrían ser terapéuticamente viables 8. Las CME humanas son 
capaces de diferenciarse hacia todos los tipos celulares presentes en 
el humano adulto, razón por la cual se pueden considerar una 
fuente de células o tejidos que podrían emplearse en enfermedades 
cuyas células nativas sean no funcionales o destruidas. Sin 
embargo, el uso de estas células presenta varios inconvenientes e 
implicaciones éticas relacionadas con el uso de embriones. Dado 
que estas células suponen una fuente ilimitada de tejidos para 
tratamientos basados en trasplantes, los últimos estudios se están 
centrando en desarrollar métodos de cultivo para las mismas e 









1.3 Células madre adultas mesenquimales 
 
 Las células madre adultas mesenquimales (CMM), fueron 
aisladas por primera vez a partir de médula ósea por Fridenshtein et 
al. 10. Posteriormente, se han obtenido células madre mesenquimales 
con características biológicas similares a partir de otros órganos, tales 
como sangre periférica, sangre fetal, sangre del cordón umbilical, 
huesos trabeculares, tejido conectivo del músculo esquelético, hígado, 
tejido adiposo, membrana sinovial y dientes deciduos. Los estudios 
existentes apoyan la hipótesis de que las células madre mesenquimales 
constituyen una gran red en el cuerpo y son continuamente 
reemplazadas por células madre mesenquimales de médula ósea 11-14. 
 La figura 3 refleja una descripción de las células madre 
mesenquimales, las cuales se pueden definir como células madre 
clonogénicas, no hematopoiéticas, procedentes de múltiples tejidos, 
que se caracterizan por su fácil aislamiento, por su similitud en sus 
fenotipos y por presentar la capacidad de diferenciarse hacia tipos 
celulares multilinaje, incluyendo osteoblastos, condrocitos, células 
endoteliales, e incluso células neuronales. Estas características 
convierten a las células madre mesenquimales en el primer candidato 
para ser introducido en la clínica 15.   
 A lo largo de los años se han descrito múltiples métodos para 
su aislamiento. Uno de los métodos se basa en la adherencia selectiva 
a superficies plásticas 16,17. Otros investigadores desarrollaron un 
anticuerpo monoclonal que les permitió aislar una población celular 





Adicionalmente, han reportado la obtención de células progenitoras 
adultas multipotentes (MAPC-MultipotentAdult Progenitor Cells), 
descritas como células madre mesenquimales pluripotentes que fueron 
aisladas a partir de la fracción celular mononuclear derivada de 
médula ósea con CD45/Glicoproteína ausente, las cuales 
selectivamente se adhirieron a placas cubiertas con laminina en 
condiciones bajas en suero 18. Por último, se aisló una población a 
partir de médula ósea en función de su exclusión del colorante 
Hoechest, generando células madre mesenquimales 19. 
 En general, las células madre mesenquimales son poblaciones 
heterogéneas, que contienen células progenitoras en diferentes 
estadíos de maduración. El proceso de selección y la calidad celular de 
los preparados celulares se ven dificultados por esta heterogeneidad, 
junto con el uso de diferentes tejidos como material de inicio y la 
existencia de múltiples protocolos de aislamiento y cultivo. Con la 
finalidad de solventar este problema, la Sociedad Internacional de 
Terapia Celular (ISCT) ha definido los siguientes criterios mínimos 
para considerar una célula como célula madre mesenquimal: i.- 
adherencia a superficies plásticas de cultivo celular acompañado por 
un fenotipo fibroblastoide 20, ii.- expresión y no expresión de 
marcadores fenotípicos de superficie y iii.- capacidad de diferenciarse 
hacia múltiples tipos celulares mesodérmicos, como los linajes 
osteocito, adipocito y condrocito 20-23. Además, actualmente existen 
estudios que indican que las CMM pueden diferenciarse hacia un 
número de tipos celulares no mesodérmicos 24,25. Sin embargo, un 
gran número de estudios relacionados principalmente con  la calidad 





suficientes para caracterizar las CMM. Por esta razón, en 2013 la 
ISCT propuso que además de los criterios mínimos establecidos en 
2006 es necesario caracterizar la actividad inmunomoduladora de las 
mismas 26.  Múltiples estudios acerca de los marcadores de superficie 
característicos de las CMMs coinciden en que estas células presentan 
una expresión negativa para los marcadores de superficie 
hematopoyéticos: CD34, CD45, CD14, CD31, CD133, HLA-DR; y 
una expresión positiva para CD73, CD90, CD105, CD166, CD54, 
CD55, CD13 and CD44 20,27. 
 
 
Figura 3. Propiedades de las Células Madre Mesenquimales. Las células madre se 
caracterizan por su fácil aislamiento, dado que pueden obtenerse de multitud de 
tejidos, como músculo, cartílago, médula ósea, placenta, cordón umbilical, entre 
otros. Presentan la capacidad de diferenciarse hacia tipos celulares de las tres 
capas germinales, incluyendo osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células 









1.3.1 Potencial Terapéutico 
 
La Medicina Regenerativa es un campo muy amplio que está 
en continuo crecimiento y cuyo objetivo principal no es sólo tratar, 
sino curar una gran variedad de enfermedades, principalmente 
enfermedades degenerativas y relacionadas con la edad. Para 
conseguir este objetivo, la medicina regenerativa ofrece terapias 
basadas en células, siendo las células madre en general, y las 
células madre mesenquimales en particular, los candidatos ideales 
para el uso en estos protocolos terapéuticos, gracias a su seguridad, 
capacidad de expandirse múltiples veces,  crecimiento versátil, son 
hipo-inmunogénicas (no expresan HLA-DR), potencial de 
diferenciación, y pueden reparar o regenerar tejidos.  
 
En la actualidad, hay un gran interés en el entendimiento de la 
biología de las CMM para su potencial uso clínico, ya que 
recientemente se han llevado a cabo significantes progresos con 
múltiples ensayo clínicos dirigidos a tratar una variedad de 
enfermedades humanas, como cáncer, diabetes, hueso, cartílago, 
corazón, gastrointestinal, inmune y enfermedades 
neurodegenerativas 15,28,29. Recientemente, se han reportado más de 
826 ensayos clínicos con CMM, siendo la mayoría de ellos terapias 
exitosas, donde los datos clínicos y preclínicos no muestran efectos 
adversos tras la aplicación de CMM, sugiriendo que éstas pueden 
ser aplicadas de forma segura 20. La tabla 1 muestra algunos de los 
ensayos clínicos con CMMs en España inscritos en “Clinical 





Unidos.)A continuación se describen algunos de los últimos 
ensayos, cuyas terapias requieren altas dosis de CMMs:  
 
- Enfermedad de Crohn’s: Se ha reportado un estudio en el que 
la infusión celular de dos dosis de CMMs autólogas derivadas de 
médula ósea redujeron el índice de actividad de la enfermedad de 
Crohn’s en fase I. En fase II, después de 9 días de la inyección de 
CMM, se observó una reducción de inflamación intestinal y 
ulceración en pacientes. Sorprendentemente, alrededor del día 28 
todos los pacientes mostraron una drástica disminución en la 
severidad de la enfermedad, indicando que las CMM podrían ser 
una herramienta para el tratamiento de esta enfermedad 30. 
 
- Enfermedad aguda de injerto contra huésped (GVHD):Un 
estudio ha publicado que las células CMM humanas han sido 
usadas para tratar de novo la enfermedad GVHD, comprobando 
que en los pacientes que fueron infusionados con altas dosis 
celulares, la mayoría de los síntomas desaparecían alrededor del día 
18, sin daños ni desarrollo de tejido ectópico, mostrando así la 
notable capacidad de las CMMs  para tratar esta enfermedad 31. 
 
- Regeneración de cartilago: Se ha realizado un ensayo sobre el 
tratamiento de Osteoartritis mediante el uso de CMM autólogas 
derivadas de médula ósea, donde los pacientes fueron inyectados 
con CMM en los daños del cartílago articular situados en las 
articulaciones de las rodillas. En los pacientes trasplantados con 





blanco y suave, presentando una mejora en las propiedades 
artroscópicas e histológicas en comparación con el grupo control 
libre de CMM. Estos resultados positivos convierten a las CMMs 
en una promesa para la reparación de cartílago 32.  
 
- Regeneración de hueso: Pacientes que padecen Osteogénesis 
Imperfecta (OI) pueden ser tratados mediante el trasplante con 
células de médula ósea a partir de hermanos HLA-idénticos.  
Ensayos más recientes han mostrado que CMM fetales alogénicas 
pueden ser injertadas y diferenciarse hacia hueso en fetos humanos 
con OI severa, incluso cuando el receptor es inmunocompetente y 
HLA-incompatible 33, demostrando así la importancia de las 
CMMs en la regeneración de hueso.  
 
- Regeneración de Miocardio: se ha mostrado que la 
introducción intra-coronaria de CMMs autólogas de médula ósea 
reduce las zonas dañadas del corazón y mejora la contractilidad y la 
función del mismo. Ello demuestra la posibilidad de usar CMMs en 
terapias de regeneración de miocardio 34.   
 
- Leucodistrofia Metacromática (MLD): MLD o enfermedad de 
Hurler’s, se trata de una enfermedad caracterizada por severos 
desórdenes esqueléticos y neurológicos. Se ha realizado un ensayo 
trasplantando pacientes que padecen dicha enfermedad con CMM 
de médula ósea, presentando el 70% de los pacientes una notable 
mejoría en la velocidad de conducción nerviosa y en la densidad 
mineral del hueso. Además, es importante resaltar que no se 





Por tanto, la infusión con CMMs alogénicas aparece como una 
nueva alternativa para tratar pacientes con MLD.   
 
Tabla 1. Ensayos clínicos CMMs en España (NIH clinical trials) 
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La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabólica crónica 
caracterizada por una hiperglucemia resultante de defectos en la 
secreción de insulina que afecta alrededor de 347 millones de la 
población mundial 36. Debido a las dietas con altas grasas y azúcares 
acompañados de un estilo de vida sedentario se estima que este 
número aumente a 439 millones de adultos para el año 2030 37. Estos 
altos niveles de glucosa en sangre son responsables de severas 





crónica, neuropatía, amputación de extremidades y enfermedad 
cardiovascular 36-39. 
 
La diabetes se puede clasificar en tres tipos principales: 
  
- Diabetes Tipo 1, también conocida como diabetes juvenil, aparece 
entre el 5 y 10% de los casos, y se caracteriza por la destrucción 
de células beta, normalmente mediante un mecanismo 
autoinmune mediado por las células T, que a menudo provoca una 
deficiencia absoluta de insulina en el cuerpo necesaria para el 
metabolismo de la glucosa. 37-39. 
- Diabetes Tipo 2, que supone el 80-90% de los casos y se 
caracteriza por una falta relativa de insulina, lo que impide 
metabolizar correctamente la glucosa provocando una 
hiperglucemia. Normalmente está ligada a la obesidad, pudiendo 
generar resistencia a insulina. A pesar de que los mecanismos 
patogénicos son diferentes, la diabetes tipo 1 y 2 poseen síntomas 
comunes incluyendo la intolerancia a la glucosa, hiperglucemia, 
hiperlipidemia y otras complicaciones.37-39 
- Diabetes Gestacional, es diagnosticada en torno al 5-10% de las 
mujeres embarazadas. Suele aparecer durante el segundo trimestre 
de gestación causando altos niveles de glucosa en sangre y 
desaparece tras el nacimiento del bebe, afectando tanto al bebe 
como a la madre. Es incontrolable, pudiéndose reducir su efecto 







Actualmente, la principal estrategia para disminuir los niveles 
de glucosa en sangre en la diabetes se basa en la administración de 
insulina exógena o tratamientos farmacológicos con 
hipoglucemiantes. Estos tratamientos son efectivos en reducir la 
hiperglucemia, pero no son capaces de mimetizar por completo la 
secreción de insulina endógena llevada a cabo por las células beta 
pancreáticas, de modo que en ocasiones puede genera un coma 
hipoglucémico. En el caso de la diabetes tipo 1, caracterizada por la 
destrucción autoinmune de las células beta productoras de insulina en 
los islotes pancreáticos, un tratamiento más definitivo es el trasplante 
del páncreas o de los islotes pancreáticos. Sin embargo, la escasa 
disponibilidad de donadores y el alto costo del procedimiento limitan 
la adopción de esta terapia 36,38. Por tanto, estrategias que promuevan 
la expansión de las células beta existentes en el organismo, o el 
suministro de células productoras de insulina derivadas de células 
madre supondrían futuros tratamientos para pacientes diabéticos.  
 
1.4.1 Complicaciones de la Diabetes 
 
La diabetes es una de las mayores causas de mortalidad y 
morbilidad en el mundo y es responsable de alteraciones 
metabólicas, hormonales y fisiológicas en el organismo, dando 
lugar a un número de complicaciones crónicas 37,38. Dichas 
complicaciones están ampliamente agrupadas en: 
 
- Complicaciones macrovasculares: son el resultado de una 





cardiovascular, afectando a las arterias que suministran al 
corazón, el cerebro y las extremidades inferiores. La 
complicación macrovascular más grave incluye la 
enfermedad cardiovascular acelerada, resultando en un mayor 
riesgo de enfermedad de la arteria coronaria, de la arteria 
periférica, de infarto de miocardio, y amputación de 
extremidades. 37,40 
 
- Complicaciones microvasculares: se trata de complicaciones 
resultantes de daños en pequeños vasos sanguíneos como 
consecuencia de una hiperglucemia. Las complicaciones 
microvasculares se clasifican en retinopatía o complicaciones 
oculares, nefropatía o fallos renales, y neuropatía o daños en 
los nervios periféricos, siendo estas complicaciones 
características de todas las formas de diabetes. Como 
consecuencia de ello, la diabetes es la principal causa de 
ceguera, de enfermedad renal, y de una variedad de 
neuropatías debilitantes.37,40 
 
Además existen una gran cantidad de complicaciones 
secundarias asociadas con la diabetes, entre las que se incluyen 
úlceras en pie diabético, cardiomiopatías, depresión, disfunción 
eréctil, aumento del riesgo de fractura y alteración de la 








1.4.2 Terapia Celular de la diabetes 
 
Debido al alto número de pacientes diabéticos existentes en 
todo el mundo y a que el método tradicional de administración de 
insulina exógena no es suficiente y a menudo causa hipoglucemia 
letal, se están llevando a cabo grandes avances en los estudios 
terapéuticos con el fin de desarrollar nuevas estrategias que 
contemplen el uso de células. Las terapias celulares de la diabetes 
pueden ser agrupadas en dos grandes propuestas: i.- terapia celular 
de reemplazo de las células beta destruidas y ii.- terapia celular de 
las complicaciones crónicas. 
 
1.4.2.1 Terapia celular de reemplazo de células beta en la 
Diabetes 
El tratamiento definitivo para la cura de la diabetes y el 
cual se lleva estudiando desde hace más de 40 años es el 
trasplante del páncreas, o en su lugar el trasplante de islotes lo 
cual requiere una cirugía menos invasiva dado su pequeño 
tamaño. Sin embargo, existe un problema fundamental en este 
tratamiento, y es la escasez de donantes de islotes humanos, 
siendo normalmente necesarios dos donantes para trasplantar 
un paciente. Por tanto, existe un gran interés en encontrar una 
fuente alternativa de islotes.41 
Recientes investigaciones en la regeneración de células 
productoras de insulina han revelado que estas células pueden 
ser derivadas de múltiples fuentes, incluyendo células madre 





través de procesos de proliferación, diferenciación, neogénesis, 
reprogramación nuclear y trans-diferenciación 38. Las células 
beta productoras de insulina pueden ser restauradas mediante 
el reemplazo por nuevas células, la reprogramación de otros 
tipos de células en células beta, y la regeneración de nuevas 
células beta a partir de las restantes células sanas. Así, las 
células madre se presentan como futura terapia para el 
tratamiento de la diabetes y enfermedades asociadas.  
Las células madre embrionarias presentan el mayor 
potencial de diferenciación hacia células productoras de 
insulina 39,40. Soria et al. fueron los primeros en diferenciar 
CME de ratón hacia células productoras de insulina y observar 
que las células diferenciadas y trasplantadas en ratones 
diabéticos revertían la hiperglucemia 42. Sin embargo, otros 
estudios similares mostraron que estas células no eran capaces 
de sintetizar insulina exclusivamente en respuesta a altos 
niveles de glucosa, lo cual requiere más estudios 43,44. Además, 
debido a cuestiones éticas y legales, y a la formación de 
teratomas, las células madre embrionarias suponen un desafío 
para convertirse en una solución clínicamente viable 36. 
Recientemente, las células madre mesenquimales 
procedentes de médula ósea, sangre y tejido de cordón 
umbilical, conducto pancreático y tejido adiposo han mostrado 
una gran capacidad para diferenciarse hacia células 
productoras de insulina, lo que abre una puerta para conseguir 
un tratamiento alternativo eficaz para la diabetes tipo 1 36,45. 





et al. mostraron que las células aisladas de páncreas fetal 
humano poseían las características de células progenitoras 
pancreáticas, con un alto potencial de proliferación y 
capacidad para diferenciarse in vitro hacia células productoras 
de insulina 46. Huang et al. probaron que tras la diferenciación 
estas células similares a las del islote manifestaron la 
capacidad de revertir la hiperglucemia en ratones diabéticos 47. 
Otro grupo aisló células madre de ducto pancreático humano 
adulto, las cuales no sólo expresaban nestina y PDX1, sino que 
presentaban los marcadores idénticos de las CMMs 48. La 
médula ósea es una importante fuente de obtención de células 
madre adultas, y su trasplante es considerado un tratamiento 
efectivo para la diabetes tipo 1. Ianus et al. demostraron que 
las células derivadas de médula ósea de ratón podían 
diferenciarse hacia células β pancreáticas, con dependencia de 
glucosa y secreción de insulina mejorada cuando se 
trasplantaba en ratones 49. Chan et al. y Wu et al. aislaron 
CMMs de médula ósea de rata e indujeron con éxito su 
diferenciación hacia células como islotes, cuyo trasplante 
además alivió la hiperglucemia en ratas diabéticas 50,51. Oh et 
al. sugirieron que células madre derivadas de médula ósea de 
rata cultivadas en una alta concentración de glucosa podían 
diferenciarse hacia células productoras de insulina, expresando 
genes pancreáticos como insulina, glucagón y somatostatina y 
favoreciendo la normalización de glucosa en sangre en ratones 
trasplantados 52. Esto también fue demostrado por Xie et al.  a 





final de Activina A 53.  Sun et al. demostraron que CMMs 
procedentes de pacientes diabéticos podían diferenciarse in 
vitro hacia células productoras de insulina bajo las condiciones 
apropiadas, siendo una evidencia directa del uso de CMMs de 
médula ósea propias del paciente como fuente de células 
productoras de insulina para terapias de reemplazo de células 
beta 54. Las CMMs procedentes de tejido adiposo y de sangre 
del cordón umbilical presentan fenotipos muy similares a las 
de médula ósea, con lo que se presentan como fuentes 
alternativas de células β pancreática 55-57.  
 
1.4.2.2 Terapia celular de las complicaciones crónicas de la 
diabetes. 
La aplicación de terapias celulares para el tratamiento 
de las complicaciones relacionadas con la diabetes sí podrá ser 
aplicada a corto plazo, ya que actualmente se están llevando a 
cabo multitud de ensayos clínicos. Dichos ensayos implican el 
uso de células troncales adultas para tratar de revertir el daño 
vascular producido en ojos, riñones y miembros en pacientes 
diabéticos.  
Múltiples estudios han descrito los efectos de la terapia 
con CMM en neuropatía diabética experimental,  donde las 
CMM de tejido adiposo ya han sido aplicadas en enfermedades 
cardiovasculares como infarto agudo de miocardio, 
cicatrización de heridas de úlceras en la piel, o cirugía plástica 
como mamoplasia y reparación facial. Se ha descrito que las 





dos caminos, permitiendo la expresión de factores 
neurotróficos locales, y el injerto y diferenciación de los 
tejidos constituyentes hacia los tejidos diana 58. Dado su 
capacidad de autorenovación y diferenciación, las CMMs se 
han convertido en una importante área de estudio en la 
regeneración de tejidos y medicina regenerativa para el 
tratamiento de úlceras de pie diabético, una significante 
complicación de la diabetes asociada a la polineuropatía 
diabética que afecta altamente a la calidad de vida 58,59. 
Importantes ensayos clínicos implican el uso de células madres 
autólogas aisladas de médula ósea para el tratamiento de 
retinopatía como consecuencia de la diabetes. Por otro lado, 
CMM alogénica de medula ósea también han sido usadas en 
trasplantes, con el inconveniente de que presentan una menor 
eficacia debido a la eliminación de las células por el sistema 
inmune del destinatario 60. La limitación de la terapia con 
CMM alogénicas también puede estar relacionada con la 
disminución de factores neurotróficos liberados por las células 
trasplantas, así como el incremento del riesgo de formación de 
tumores 60. 
 
1.5 Óxido Nítrico 
 
El óxido nítrico (NO) es un radical libre de vida corta 
sintetizado a través de la vía L-arginina a L-citrulina, la cual es 
catalizada por las óxido nítrico sintasas (NOS). En la mayoría de las 





(NOS neuronal), NOS2 (NOS inducible) y NOS3 (NOS endotelial) 61. 
El NO reacciona con moléculas como el oxígeno, superóxido o 
metales, ácidos nucléicos y proteínas. El NO se oxida rápidamente 
hacia nitrato y nitrito, los cuales son considerados productos no 
inertes, ya que son una fuente de NO  través de su reducción por las 
enzimas reductasas cuando la vía L-arginina/NOS es disfuncional 62. 
Además de actuar como germicida en respuestas inflamatorias del 
sistema inmune y como neurotransmisor en el sistema nervioso 
central, el NO actúa como segundo mensajero y posee múltiples 
efectos biológicos implicados en numerosas funciones fisiológicas en 
mamíferos, como la regulación de la presión sanguínea a través de la 
relajación del músculo liso y la inhibición de la agregación plaquetaria 
63-65. Además, se ha demostrado que juega un papel en el crecimiento, 
supervivencia, proliferación, diferenciación, así como en la patología 
de enfermedades como el cáncer, la diabetes y enfermedades 
neurodegenerativas 66,67. Se ha demostrado que el NO tiene un importante 
papel como regulador de múltiples funciones fisiológicas, convirtiéndose así 
en una diana de estudio en el campo del metabolismo, pluripotencia y 
diferenciación de células madre.  
 
1.5.1 Papel del NO durante el desarrollo 
 
La acción del NO puede ser dependiente o independiente de la 
mediación de la guanosinmonofosfato cíclico (GMPc) 68,69. Se 
conoce que el NO interacciona con complejos metales, oxígeno o 
superóxido, siendo esta acción independiente del cGMP, y 





NO dependientes de GMPc, son mediados por la Guanilato Ciclasa 
soluble (sGC), que se considera como una enzima receptora del NO 
y tras ser activada por el NO  cataliza la conversión de GTP a 
cGMP, el cual controla algunos efectos fisiológicos en múltiples 
tejidos 68. Tras estos y otros múltiples estudios se comprobó que la 
señalización NO/GMPc juega un papel significante en el desarrollo 
embrionario y la diferenciación celular 69,71,72. Aunque no está claro 
si la acción del NO en la biología de células madre está mediada 
por la vía GMPc, estudios demuestran que la pluripotencia y 
diferenciación en CME son independientes de la misma 64, 
concretamente se ha encontrado que efectos del NO en la 
multipotencia y diferenciación de células madre de médula ósea 
son independientes de la vía sGC-GMPc 73,74.    
 
1.5.2 Efectos del NO dependiente de dosis 
 
El NO presenta un doble papel en el control de la 
diferenciación de CME y morfogénesis de tejidos, siendo los 
efectos del NO en la diferenciación y mantenimiento de la 
pluripotencia dependientes de la dosis (Figura 4). Se ha demostrado 
que el potencial del NO influye en la proliferación y cascada de 
diferenciación en determinados tipos celulares, y generalmente se 
considera como un inductor de apoptosis en algunos tipos 
celulares75,76, pero protege a otros tipos de la muerte celular 
programada 77. Se ha demostrado que el NO regula la proliferación 
y diferenciación en células de la piel humanas, un descubrimiento 





78. Nuestro grupo ha reportado que la exposición de CME a bajas 
concentraciones del DETA-NO (diethylenetriamine NO adduct), un 
donador químico de NO, previene la pérdida de expresión de genes 
de autorenovación y bloquea la diferenciación en CME de ratón y 
humanas. Del mismo modo, la sobreexpresión de NOS3 en células 
cultivadas en ausencia de LIF mantiene la expresión de marcadores 
de pluripotencia 79. Por otro lado, se ha comprobado que la 
exposición de CME de ratón a altas concentraciones de DETA-NO 
promueve la diferenciación a través de la represión de Nanog y 
Oct4, los dos genes principales involucrados en el control del 
estado pluripotente, y del incremento de la expresión de genes de 
diferenciación temprana 80.  
 
Figura 4. Doble papel del NO en CME. El NO presenta un doble papel dependiente 
de la dosis en el control de la diferenciación y mantenimiento de la pluripotencia. 
La exposición de CME a bajas concentraciones del donador de NO mantiene la 
pluripotencia, induciendo la expresión de Oct4, Nanog y Sox2; mientras que altas 
concentraciones de NO promueven la diferenciación a través de la represión de 
Nanog y Oct4 e induciendo la  expresión de marcadores de diferenciación temprana 





1.5.3 Diseño de protocolos de diferenciación basados en el NO 
 
Kanno et al. describieron en 2004 el primer protocolo de 
diferenciación eficiente usando CMEr, demostrando que el NO 
promueve la diferenciación de CMEs de ratón hacia cardiomiocitos 
81. Otros grupos han mostrado que el NO está involucrado en la 
diferenciación vascular de tejido, indicando que el NO juega un 
papel en el desarrollo endotelial 82. Un importante estudio con 
células MAPCs relata que el NO juega un papel principal en el 
mantenimiento de la pluripotencia y promueve su diferenciación 
endotelial 64. Diversos estudios han reportado que el NO modula el 
crecimiento y diferenciación de células humanas eritroides y 
mieloides de células de médula ósea 83, promueve la diferenciación 
hacia hueso y condrocito 84, estimula la diferenciación hacia 
adipocito en rata 85 y media la diferenciación hacia osteoblasto 86. 
Además se ha descrito que el NO induce cambios en la expresión 
de genes de factores de trascripción mediante la estimulación de 
vías de señalización 87-89. Más concretamente, donadores de NO 
son empleados en protocolos de diferenciación con la consecuente 
expresión de Pdx1, mostrando al NO como un regulador del estado 
“stemness” y de la generación de endodermo definitivo 79,80,90,91. 
 
Nuestro laboratorio ha desarrollado un protocolo de 
diferenciación de CMEs de ratón con el fin de establecer un 
protocolo para obtener células productoras de insulina a partir de 
células madre pluripotentes. Este protocolo consiste en la 





de NO (500µM) durante 19 horas después de tres días en cultivo. 
Se ha comprobado que este tratamiento suprime la expresión de 
genes de pluripotencia como Oct4 y Nanog, e induce eventos de 
diferenciación temprana y expresión de genes de diferenciación 




1.6 Marcador de diferenciación temprana Zic1 
 
Zic1 (“Zinc finger protein of the cerebellum 1”) es un factor de 
transcripción dedo de zinc con 447 aminoácidos y 5 dominios C2H2. 
La mayor parte de la información registrada acerca de mismo lo 
relaciona con el sistema nervioso y ectodermo. Zic1 juega un papel 
temprano en el desarrollo de diferentes regiones del  futuro sistema 
nervioso y está involucrado en la inhibición de la diferenciación 
neuronal prematura. Actúa como un activador transcripcional 
involucrado en neurogénesis y posee un importante papel en estadíos 
tempranos de organogénesis del sistema nervioso central, así como en 
el desarrollo de la espina dorsal y maduración del cerebelo 92,93. 
Existen múltiples enfermedades del sistema nervioso causadas por 
mutaciones o disfunciones de genes específicos, siendo Zic1 uno de 
los genes más relevantes, de modo que mutaciones en el mismo causa 
graves desórdenes del sistema nervioso, como holoprosencefalia, 
defectos en el tubo neural, disfunción cerebelar, malformaciones 






Se ha descrito que las familias de proteínas Zic y Gli son 
factores de transcripción que comparten dominios dedo de zinc 
similares, y existe evidencia de que las proteínas Zic y Gli 
interaccionan física y funcionalmente a través de sus dominios 95. 
Además, otros estudios han mostrado que las proteínas Gli son 
intermediarios de la vía de señalización “Sonic hedgehog” (Shh), y 
que Zic1 es esencial para la regulación de Shh en el desarrollo neural 
96. Otro estudio ha mostrado crecientes evidencias de que Zic1 está 
involucrado en la progresión de tumores. Demostraron que la sobre-
expresión de Zic1 suprime las vías de señalización Shh, PI3K y 
MAPK, las cuales son críticas para la regulación del ciclo celular y 
migración celular en cáncer gástrico, actuando así como supresor de 
tumores mediante la inhibición de la proliferación celular, la 
migración celular y la invasión en cáncer gástrico 96. Sin embargo, se 
conoce muy poco acerca de cómo Zic1 regula esta vía de señalización 
y sus genes Diana en tejidos de endodermo.  
 
 
1.7 Medios químicamente definidos y expansión celular 
 
 En la actualidad se están llevando a cabo un gran número de 
ensayos clínicos con células madre mesenquimales humanas mediante 
la infusión o inyección de las mismas en el torrente sanguíneo en 
procesos clínicos alogénicos, con el fin de que no puedan ser 
detectadas por el sistema inmune del huésped 97. Sin embargo, estos 
ensayos clínicos presentan el inconveniente de que requieren altas 





corporal 98. Para conseguir esta alta demanda en la expansión celular 
se necesitan métodos eficientes, siendo uno de los puntos más 
importantes para desarrollar terapias exitosas el mantenimiento de la 
calidad celular 99. 
 La mayor parte de los medios de cultivo celular estándar 
contienen componentes animales como fuente de factores de 
crecimiento y nutrientes, principalmente suero fetal bovino (SFB). El 
incrementado uso de ensayos clínicos basados en terapias celulares 
para tratar enfermedades supone la demanda de un alto número de 
dosis celulares, con el consecuente aumento del uso de SFB y otros 
componentes animales para la producción de CMM 100. Uno de los 
principales problemas para producir la gran cantidad de litros de 
medio necesarios es el alto coste de estos componentes. Además, la 
demanda anual de SFB es tan alta que para satisfacerla se necesitan 
más de un millón de fetos de vacas embarazadas, lo cual es alarmante. 
Por otro lado, el suero en general es una mezcla indefinida de casi 
1000 moléculas biológicas, incluyendo factores de crecimiento, 
hormonas, vitaminas, y otros muchos componentes desconocidos 20. 
Éste puede ser considerado uno de los mayores inconvenientes del uso 
de estos medios, ya que el SFB y otros componentes de origen animal 
presentes en el medio, como insulina porcina, transferrina bovina o 
albúmina de suero bovino, incrementan el posible riesgo de 
transmisión de patógenos a pacientes, ya que entre el 20 y el 50% de 
los SFB comerciales son positivos para virus, y el antígeno 
xenogénico internalizado durante el cultivo con suero no puede ser 
eliminado 20,101,102. En ese sentido, existen múltiples cuestiones éticas, 





sistemas de cultivo basados en el uso de SFB y otros componentes 
animales. 
 Existe una necesidad de generar sistemas de cultivo de células 
madre mesenquimales humanas efectivos y económicos, dado el 
aumento de las preocupaciones por la seguridad, así como cuestiones 
relacionadas con consistencia y reproducibilidad, lo cual son más que 
suficientes motivos para optimizar sistemas robustos de producción de 
células madre que empleen medios libre de componentes animales, 
surgiendo así la necesidad de desarrollar medios químicamente 
definidos.   
 Podemos describir un medio químicamente definido (MQD) 
como un medio útil para el cultivo de células humanas o animales in 
vitro en el cual se conocen con exactitud todos los componentes del 
medio, y el cual debe ser completamente libre de componentes 
derivados de animales, incluyendo SFB, albúmina de suero bovino, o 
albúmina de suero humano. Para sustituir la acción de esta fuente de 
nutrientes, los medios químicamente definidos son suplementados con 
determinados factores de crecimiento, pero debido al alto número de 
componentes que proporciona el suero, es difícil de definir un MQD. 
Los principales componentes que constituyen un MQD son un medio 
basal suplementado con albúmina recombinante, lípidos 
químicamente definidos, insulina recombinante, transferrina 
recombinante, selenio, y 2-mercaptoetanol 103,104.Con lo cual, este 
medio libre de componentes animales surge como una alternativa para 





manteniendo siempre los criterios principales: seguridad, eficacia, 
consistencia y reproducibilidad. 
 
1.7.1 Ventajas de medios libre de suero 
 
 Una alternativa a los medios que contiene suero son los medios 
libres de suero (SFM), los cuales son considerados un tipo de medio 
químicamente definido, caracterizado por la ausencia de suero animal, 
pero que puede contener otros productos derivados de animales como 
albúmina, factores de crecimiento, hormonas, proteínas de transporte 
y factores de fijación 103,104. Los medios libre de suero ofrecen 
multitud de ventajas frente a los medios estándares que contienen 
suero, entre las que destacan un mayor conocimiento de la 
composición del medio, reducción de los costes y reducción del riesgo 
de contaminación por agentes infecciosos presentes en el suero.  
 
A continuación se muestra la Tabla 2, que recoge las ventajas 














Tabla 2. Ventajas de un medio libre de suero 
1. Componentes del medio definidos. 
 
2. Evita el riesgo de transmisión de agentes infecciosos desconocidos por 
internalización de la proteína del suero en las células madre.  
 
3. Evita la variación entre lotes de suero bovino o albúmina, lo que puede 
provocar inconsistencia en las propiedades estimulantes de crecimiento.   
 
4. Favorece la purificación del producto dado el bajo contenido proteico.  
 
5. Elimina el riesgo de contaminación por virus, bacteria, micoplasma, y priones 
derivados de productos animales, los cuales pueden ser transmitidos al 
producto final empleado por humanos, por ejemplo, encefalopatía bovina 
espongiforme o enfermedad de las vacas locas.  
 
6. Elimina factores que pueden interferir con hormonas o factores de 
crecimiento cuando se estudia su interacción con las células.  
 
7. Evita las preocupaciones referentes a la disponibilidad limitada de suero fetal 
bovino, con periodos de escasez mundial.  
 
8. Reduce los costes de producción, ya que el suero fetal bovino puede 
representar hasta el 85% del coste total del medio cuando se calcula para 
cultivos a gran escala.  
 
9. Cada vez hay más preocupaciones sobre el sufrimiento animal infligido 
durante la recogida de suero, con lo que añaden un imperativo ético para 
alejarse de la utilización de suero siempre que sea posible. 
 
10. El suero permite que células no-CMM se adhieran, generando una población 
heterogénea y que proliferan después del estado de aislamiento del cultivo 
primordial, lo cual no ocurre con SFM. 
 
11. Evita las reacciones inmunes específicas de SFB.  
 
12. Asegura la viabilidad, seguridad y eficacia de las CMMs trasplantadas, 
evitando las respuestas inmunes xenogénicas provocadas por la adherencia de 
proteínas bovinas a las células crecidas con medio que contiene SFB.  
 
13. No requiere el riguroso proceso de selección y validación de los lotes de SFB, 
ya que no todos los lotes son útiles para el aislamiento y expansión de CMMs.  
 
14. Las células no requieren de un paso de lavado extra tras la tripsinización para 







1.7.2 Medios libre de suero comercialmente disponibles 
 
 La optimización de un medio útil para la producción de CMMs 
humanas que mantengan sus características de CMM sin mayor 
desviación en el proceso de producción, es crítica. En la actualidad se 
conocen algunos nuevos medios libres de suero disponibles, los cuales 
presentan una alta eficiencia y productividad, promueven la 
proliferación celular, mantienen una alta capacidad de las células de 
diferenciación hacia múltiples linajes celulares, y preservan un mejor 
estado pluripotente. Algunos de estos medios libres de suero 
comercialmente disponibles se detallan en la Tabla 3.  
 
Tabla3. Medios libres de suero comercialmentedisponibles 
(tabla modificada de la mostrada por Gottipamula et al. 100)  
Nombre del producto Compañía 
1. BD Mosaic serum-free medium  
2. CellGlro 
3. MSC growth medium DXF 
4. MesenCult-XF 
5. MesenGro 




10. PRIME-XV MSC Expansion SFM 
11. RS-Novo and GEM-Novo 
12. TheraPEAK 


























“StemPro” de Invitrogen es probablemente el primer medio 
libre de suero comercialmente disponible, el cual ha sido reportado en 
el aislamiento y expansión de CMMs en diversos estudios 105. Este 
medio ha sido descrito para diferenciación hacia linaje osteogénico y 
ha sido empleado eficientemente en ingeniería de tejido de hueso con 
CMMs de médula ósea 106. En 2010 se realizaron pases secuenciales 
de CMMs usando el SFM StemPro, suplementado con bFGF, TGF-β 
and PDGF-BB 107. Sin embargo, se comprobó más tarde que dos 
líneas de células madre dentales crecían mejor en el SFM comercial  
“Therapeak” de Lonza que en StemPro 108. Posteriormente, otro medio 
libre de componentes animales fue optimizado, conocido como 
“MesenCult”, siendo éste un medio superior con un alto doblaje de 
población por pase 109. Por otra parte, “mTeSR” es un medio de 
expansión de células madre embrionarias el cual ha sido descrito para 
la expansión de CMMs humanas derivadas de médula ósea. Se 
comprobó que las CMMs cultivadas en este SFM presentaban 
potencial de diferenciación tri-linaje y mostraban perfiles de 
marcadores similares a las células cultivadas en el medio control con 
suero. La diferenciación osteogénica y condrogénica fue similar con 
ambos medios; mientras que la capacidad de diferenciación 
adipogénica se vio reducida en las células cultivadas con mTeSR. A 
pesar de ello, sigue siendo una alternativa para la expansión de CMMs 
humanas para aplicaciones clínicas, como es el caso de generación de 
cartílago y hueso 110. 
  
Todos estos medios libres de suero comercialmente 





producción y aprobación de un estratégico proceso de control, para 
evaluar el mantenimiento de las características de CMM, la 
multipotencia y minimizar la contaminación y riesgo de transmisión 
de agentes adventicios, y la variación de lotes en la producción.  
 
 
1.8 Cultivo a gran escala.  
 
Recientemente, las células madre mesenquimales han 
adquirido un gran progreso en múltiples ensayos clínicos, pero el 
requerimiento de altas dosis celulares, entre 5·104 y 6·109 de células, 
es en la mayoría de los casos imposible de obtener con los métodos de 
cultivo 2D tradicionales 111. Debido a esta demanda para futuras 
terapias celulares, surge la necesidad de desarrollar sistemas de cultivo 
óptimos capaces de lograr cantidades significativas de células madres, 
de forma segura, robusta y económica, de acuerdo con los 
requerimientos de calidad para productos médicos. De esta forma, el 
uso de biorreactores usando “microcarriers” como matriz se presenta 
como una prometedora alternativa.  
 Cuando se desarrolla un proceso de cultivo a gran escala en 
biorreactor hay varios pasos críticos que deben ser tenidos en cuenta, 
tales como el aislamiento y purificación de la población de células 
madre, la estandarización de  los parámetros de cultivo celular y las 
características necesarias para las aplicaciones clínicas a las que está 
destinado el proceso. Por tanto, los sistemas de biorreactores para 
terapias que requieren altas dosis celulares deberían ser diseñados para 





madre para lograr el número de células clínicamente relevante 112. Con 
respecto a aplicaciones de ingeniería de tejido, los sistemas de cultivo 
en biorreactores deberían ser capaces de inducir la diferenciación de 
las células madre hacia linajes específicos, normalmente imitando las 
condiciones de formación de tejido in vivo 113.  
 
Figura 5. Pasos para la obtención de células madre mesenquimales para su 
aplicación terapéutica.1) Aislamiento de las CMMs a partir de múltiples tejidos, 
como tejido adiposo, médula ósea, sangre fetal, músculo, cordón umbilical o 
placenta. 2) Expansión de las CMMs. Se subdivide en tres etapas: optimizar un 
medio libre de suero, cultivos tradicionales en 2D, y escalado a sistemas de cultivo 
3D en biorreactores, para obtener altas dosis de CMMs. 3) Terapias celulares 
empleando las células obtenidas en el paso anterior para el tratamiento de diversas 
enfermedades: cáncer, diabetes, enfermedades de hueso, cartílago, corazón, 
inmunes y neurodegenerativas. 
 
Interpretando la figura 5 podemos resumir el proceso de 





terapéutica en tres pasos principales. El primer paso consiste en el 
aislamiento de las mismas a partir de múltiples tejidos, como tejido 
adiposo, médula ósea, sangre fetal, músculo, cordón umbilical o 
placenta. En segundo lugar la expansión de las CMMs. Para ellos se 
optimiza un medio libre de suero optimizado, lo cual representa un 
paso necesario en ensayos clínicos, ya que evita riesgo de transmisión 
de patógenos. Finalmente este medio es optimizado en cultivos 
tradicionales en 2D, y escalado a sistemas de cultivo 3D en 
biorreactores, para obtener las altas dosis de CMMs requeridas para el 
tratamiento de importantes enfermedades humanas como el cáncer, 
diabetes, enfermedades de hueso, cartílago, corazón, inmunes y 
neurodegenerativas.   
 
1.8.1 Ventajas del cultivo en biorreactores frente al cultivo en 2D 
 
 El cultivo, expansión y diferenciación de células madre ha sido 
optimizado en cultivos estándares en frascos de cultivo, los cuales 
presentan múltiples limitaciones en comparación con el uso de 
biorreactores, como la limitación de la productividad de las células 
adherentes por el área de cultivo, además de la dificultad de controlar 
los parámetros de cultivo como gradiente de nutrientes, temperatura, 
pH y O2 disuelto; y finalmente la inversión de muchas horas de trabajo 
y la necesidad de grandes salas GMP para el extenso manejo en el 
proceso de cultivo 114. 
Los sistemas de biorreactores basados en “microcarriers” 





una gran área de superficie por unidad de volumen del biorreactor, en 
comparación con el cultivo en frascos de cultivo, lo que supone una 
mayor producción, tanto que un biorreactor de 5 litros equivale a 65 
frascos de cultivo confluentes de 175 cm2. Gracias a las paletas, 
permite una mejor homogeneización, favoreciendo el crecimiento 
celular y la geometría. Además se obtiene un mayor “fold-increase”, 
una mejor tasa de crecimiento específico, un menor tiempo de doblaje, 
y se observa una reducción de los niveles de lactato y amonio, lo que 
favorece la productividad.  Por otro lado, ofrecen la posibilidad de 
tener un control de los parámetros de cultivo, pH, temperatura y O2 
disuelto, así como tomar medidas de los mismos. Esta agitación 
además favorece que no se generen gradientes de pH, temperatura y 
O2 disuelto. Además se ha comprobado que la morfología celular y 
potencial de diferenciación no son modificados tras el cultivo. 
Finalmente una gran ventaja es la facilidad de escalar, ya que la 
manipulación del proceso de cultivo no es tan laboriosa y no se 
requieren grandes áreas GMP 115. 













































































 Actualmente el NO presenta un gran impacto en el diseño de 
protocolos de diferenciación basados en la adición del mismo a CME. 
Existen diversos estudios que reportan evidencias claras del papel del 
NO como regulador de la diferenciación, de forma que la adición del 
mismo a altas concentraciones al medio de cultivo induce la expresión 
de genes de diferenciación temprana como Zic1. Al mismo tiempo, 
hay estudios que describen la interacción de Zic1 con las proteínas Gli 
y su papel en la regulación de la vía Shh. Proponemos como primera 
hipótesis de esta tesis que “El gen Zic1 está siendo regulado por un 
tratamiento basado en la adición de altas concentraciones de 
óxido nítrico en CMEs de ratón optimizado para la diferenciación 
de marcadores de endodermo, tratamiento que a su vez podría 
estar regulando la vía de señalización Shh a través de Zic1” 
 
Por otro lado, múltiples ensayos clínicos utilizando células 
madre mesenquimales de forma autóloga o alogénica están mostrando 
una gran eficacia, con el inconveniente de que supone un 
requerimiento de altas dosis celulares, entre 5·104 y 6·109 de células. 
Una cuestión muy importante a tener en cuenta en los cultivos a gran 
escala con propósitos terapéuticos es la gran cantidad de medio 
necesario para el cultivo, lo que conlleva el elevado uso de sueros 
derivados de animales y otros componentes que incrementan 
considerablemente los costes de producción, así como el posible 
riesgo de transmisión de patógenos a los humanos. Además, se ha 
demostrado que la adición de óxido nítrico a bajas concentraciones al 




medio de cultivo mantiene las principales características de potencia 
de las células madre y retrasa la entrada a la diferenciación. Con lo 
cual en esta tesis planteamos como segunda hipótesis que “la adición 
de NO a bajas concentraciones al medio de cultivo es capaz de 
suplementar parcialmente la función de los factores de 
crecimiento LIF y bFGF, necesarios para el mantenimiento del 
estado indiferenciado de las células, permitiendo así optimizar un 
medio de cultivo químicamente definido con la concentración de 
dichos factores reducida y libre de suero”. De esta forma se 
solventan los inconvenientes planteados anteriormente referentes al 
coste de producción y riesgo de transmisión de patógenos, acercando 
un poco más la investigación a gran escala con células madre a 
convertirse en una realidad.  
 
Para demostrar ambas hipótesis se plantean los objetivos 
detallados en los siguientes puntos.  
 
2.2 Objetivo General 
 
Regulación de la expresión del gen Zic1 por altas concentraciones 
de Óxido Nítrico 
El principal objetivo de esta tesis es determinar el mecanismo por el 
cual el óxido nítrico modula la regulación del gen de ectodermo Zic1, 
así como la vía de señalización Sonic Hedgehog en células madre 
embrionarias de ratón, y además demostrar la presencia de este gen en 
células pancreáticas adultas.  




Diseño y Optimización de un Medio de cultivo Químicamente 
Definido suplementado con bajas concentraciones de NO 
La finalidad del proyecto en el que está enmarcada esta tesis es 
generar dosis celulares adecuadas para propósitos terapéuticos, y que 
puedan ayudar a proponer ensayos clínicos que puedan ser usados en 
el tratamiento de patologías relacionadas con la diabetes. Surge así 
como objetivo general: La optimización de un medio de cultivo 
químicamente definido libre de suero y otros componentes animales y 
suplementado con NO para la expansión de células madre humanas, 
primero en sistemas de cultivo en 2D, y luego a gran escala mediante 
el cultivo con “microcarriers” en biorreactores.  
 
2.3 Objetivos Específicos 
 
Regulación de la expresión del gen Zic1 por altas concentraciones 
de Óxido Nítrico 
 Estudio de la regulación génica de Zic1 por NO en CME de ratón, 
mediante el análisis de su expresión por PCR cuantitativa, 
Western-Blot e inmunofluorescencia; así como su regulación por 
el factor de transcripción Egr1 mediante un ensayo de 
Inmunoprecipitación de cromatina.   
 Estudio de la expresión de Zic1 en islotes de células pancreáticas 
mediante ensayos de PCR cuantitativa, Western-Blot e 
inmunofluorescencia.  
 Comprobar si el tratamiento con NO modifica la vía de 
señalización de Shh. Para ello estudiaremos la expresión de los 
genes diana de dicha vía (Gli1, Gli2, Gli3, Patched y Nanog) 




después del tratamiento mediante PCR cuantitativa y Western-
Blot.  
 Sobreexpresar Zic1 y determinar mediante PCR cuantitativa y 
Western-Blot los cambios en la expresión de los genes diana de la 
vía Shh, así como de genes de diferenciación hacia endodermo 
(Pdx1). 
 
Diseño y Optimización de un Medio de cultivo Químicamente 
Definido suplementado con bajas concentraciones de NO 
 Estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO y reducción de 
LIF en un medio definido sobre Células Madre Embrionarias de 
ratón (CMEr).  
 Estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO y reducción de 
bFGF en un medio definido sobre Células Madre Embrionarias 
humanas (CMEh) 
 Estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO, reducción de 
bFGF y ausencia de suero en un medio definido sobre Células 
Madre Embrionarias humanas (CMEh) 
 Estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO y reducción de 
la concentración de suero fetal bovino en un medio definido sobre 
Células Madre Mesenquimales humanas (CMMh) de tejido 
adiposo 
 Estudiar el efecto de bajas concentraciones de NO, reducción de 
bFGF y ausencia de suero fetal bovino en un medio definido 
sobre Células Madre Mesenquimales humanas (CMMh) de tejido 
adiposo y de médula ósea 




 Estudiar la adherencia de las células madre mesenquimales de 
tejido adiposo a los microcarriers mediante el uso de biorreactores 
y “spinnerflasks” en el cultivo con los medio definidos 
optimizados en los objetivos anteriores.  
 
Para lograr dichos objetivos desarrollaremos las siguientes 
actividades: 
- Analizar la proliferación celular mediante incorporación de 
BrdU. 
- Analizar la expresión de los marcadores de pluripotencia 
Nanog y Oct4 mediante PCR cuantitativa. 
- Analizar la morfología celular mediante toma de imágenes en 
un microscopio. 
- Analizar la proliferación celular mediante conteo del número 
total de células con cámara de Neubauer. 
- Analizar las características fenotípicas mediante citometría de 
flujo. 
- Analizar la proliferación celular mediante el estudio de la 
expresión de Ki-67 en un ensayo de inmunofluorescencia.  
- Analizar el potencial de multilinaje de las células mediante la 
inducción de la diferenciación de las mismas hacia 




































































3.1 Líneas de Células utilizadas 
Las líneas celulares empleadas en cultivo fueron la línea de células 
madre embrionaria de ratón comerciales R1/E (ATCC: SCRC1036, 
Universidad Boulevard, Manassas, USA), una línea de células madre 
embrionaria de origen humano HS181, generadas por O. Hovattay 
cedida por el Instituto Karolinska; células pancreáticas adultas INS-
1E y MIN6, células neuronales humanas HS-SY5Y, y dos líneas de 
células madre mesenquimales, de Tejido Adiposo PCS 500-011 y de 
Médula Ósea PCS 500-012. 
 
3.2 Cultivos celulares 
Para el cultivo de las CMEs de ratón R1E se empleó un medio de 
cultivo compuesto por: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; 
Gibco 32430-100, Carlsbad, CA, USA), suplementado con un 15% de 
Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado (Hyclone SH30070-03, Logan, 
UT, USA), 5000 U/ml Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122), 
2mM L-Glutamina (Gibco 25030-032), 1%  aminoácidos no 
esenciales (Gibco 11140-035), 0,1mM β-Mercaptoetanol (Gibco 
131350-010).El estado indiferenciado de las CMEs fue mantenido 
adicionando 1000 U/ml de rLIF (factor inhibidor de leucemia 
recombinante) (Gibco) al medio de cultivo. Para el pase celular se 
empleó Tripsina 1X, almacenada a -20ºC y precalentada a 37ºC, con 
centrifugación a 1000rpm durante 5 minutos.  
Las células pancreáticas adultas INS-1E and MIN6 fueron mantenidas 
a 37º C con 5% CO2 en RPMI-1640 (LONZA, San Diego, USA), 
suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado (Gibco 10828-
028), 10mM HEPES (Gibco, Paisley, Scotland, UK), 1mM piruvato 




sódico (Gibco, Paisley, Scotland, UK), 100 U/ml penicilina: 100 
μg/ml estreptomicina (Gibco 15140-122), 2mM L-glutamina (Gibco 
25030-032) y 50 µM β-mercaptoetanol (Gibco 131350-010). 
Las CMEs humanas línea HS181 fueron cultivadas en adherencia en 
placas de cultivo de tejidos cubiertas con Matrigel (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA) y se empleó un medio de cultivo compuesto por: 
KNOCKOUT DMEM (Gibco 10829-018), suplementado con un 20% 
de Sustituto de Suero inactivado (Gibco 10828-028), 5000 U/ml 
Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122), 2mM L-Glutamina 
(Gibco 25030-032), 1%  aminoácidos no esenciales (Gibco 11140-
035), 0,1mM β-Mercaptoetanol (Gibco 131350-010). El estado no 
diferenciado se mantuvo agregando en el medio de cultivo 
condicionado por fibroblastos 8 ng/ml bFGF (factor de crecimiento de 
fibroblastos básico). Para el pase celular se empleó Acutasa, 
almacenada a -20ºC y precalentada a 37ºC, con centrifugación a 
800rpm durante 5 minutos. Para la preparación del medio 
condicionado, se utilizaron fibroblastos de prepucio humanos 
cultivados en frascos de cultivo de 75 tapizados con gelatina y 
mantenidos a 37ºC en 5% de CO2, e inactivados con mitomicina. Para 
el cultivo de los fibroblastos se empleó un medio de cultivo 
compuesto por: KNOCKOUT DMEM (Gibco 10829-018), 
suplementado con un 20% de Sustituto de Suero inactivado (Gibco 
10828-028), 5000 U/ml Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122), 
2mM L-Glutamina (Gibco 25030-032), 1%  aminoácidos no 
esenciales (Gibco 11140-035), 0,1mM β-Mercaptoetanol (Gibco 
131350-010). Para el pase celular se empleó Tripsina 1X.  




En cuanto a las células madre mesenquimales humanas de Tejido 
Adiposo (PCS500011) y de Médula Ósea (PCS500012), fueron 
cultivadas en placas adherentes mantenidas a 37ºC y 5% CO2. El 
medio control está compuesto por DMEM bajo en glucosa + 
“Glutamax”, piruvato Cat. 21885 (GIBCO),  10% v/v Suero fetal 
bovino (SFB) (GIBCO) y Penicilina/Estreptomicina (100U/mL, 
100ug/mL). El cultivo a estudiar se realizó en el medio MQD-
CABIMER, compuesto por  Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12, 
libre de Suero Fetal Bovino (SFB), 5000 U/ml 
Penicilina/Estreptomicina, 2mM L-Glutamina, 1%  aminoácidos no 
esenciales, y otros componentes optimizados: ácido ascórbico 
(0.064mg/ml), selenito de sodio (0.014µg/ml), insulina (0.019mg/ml), 
transferrina (0.0107mg/ml), bicarbonato sódico (0.543mg/ml) y TGF-
β (0.002µg/ml). El bFGF (Basic fibroblast growth factor) es un 
componente crítico en el cultivo de células madre humanas, siendo 
necesario para el mantenimiento del estado indiferenciado de las 
mismas. Para el pase celular se empleó TrypLE 2x, almacenado a 4ºC 
y precalentada a 37ºC, con centrifugación a 1000rpm durante 5 minutos en 
tubos de polietileno para evitar que las células se queden adheridas en el 
plástico. Se empleó vitronectina (rhVTN-N A14700) como matriz 
adherente en las placas para las células cultivadas con el medio 
químicamente definido.  
 
3.3 Cultivo Celular en “SpinnerFlasks” y Biorreactores 
Para el cultivo de las células CMMh de tejido adiposo PCS500011 en 
3D se emplearon “spinnerflasks” y biorreactores, siguiendo el mismo 
protocolo de cultivo en “microcarriers” en ambos casos. Para ello se 




pesaron 500 mg de “microcarriers” y fueron autoclavados en tubos de 
15 ml con 10 ml de agua estéril. Antes del cultivo, los “microcarriers” 
fueron equilibrados, para lo que fueron añadidos al vaso del 
“spinnerflask”/biorreactor con 50 ml de medio de cultivo durante 45 
minutos a temperatura ambiente. Las células cultivadas en frascos de 
cultivo de 175cm2 fueron lavadas con DPBS, levantadas con TrypLE 
2x y sembradas en los “spinnerflasks”/biorreactores. Sembramos 6500 
células/cm2, teniendo en cuenta que 500 mg de transportadores 
corresponden a 250 cm2, sembramos 1625000 células totales. En el 
caso de los “spinnerflasks”, éstos fueron colocados sobre agitadores 
magnéticos e introducidos en un incubador a 37ºC y 5%CO2. En el 
caso de los biorreactores, éstos fueron programados para que 
mantuviesen la temperatura y pH óptimos. Los “spinnerflasks” 
mantuvieron una agitación constante de unas 80 rpm, y los 
biorreactores de 150 rpm.  El cambio de medio se realizó diariamente 
añadiendo al MQD-CABIMER 75% bfgf, 10µl de DETA-NO a 
10mM, para establecer la condición 2µM DETA-NO; y al medio 5% 
SBF añadimos 25µl de DETA-NO a 10mM para establecer la 
condición 5µM DETA-NO. Para confirmar la adherencia celular, 
llevamos a cabo un ensayo de inmunofluorescencia, siguiendo el 
protocolo detallado más abajo, donde las células fueron incubadas con 
anti-tubulina 1:500 en 1,5% BSA PBS-Tritón 0,2% toda la noche a 
4ºC. La detección del anticuerpo primario se obtuvo incubando con 
anti-mouse 1:300 alexa fluor 488 (Invitrogen, A11001) en 1,5% BSA 
PBS-Tritón 0,2% durante 1 hora a T.A en oscuridad. Finalmente se 
tiñó con DAPI 1:1000 en PBS durante 5 minutos y se visualizaron las 
imágenes fluorescentes al microscopio de fluorescencia.  




3.4 Aislamiento ARN total y Transcripción Reversa 
El ARN total de todas las líneas celulares fue extraído directamente en 
las placas usando el reactivo Easy Blue® (Intron Biotechnology 
Kyungki-Do, Korea), y purificado mediante fenol/cloroformo 
(Applychem), seguido por precipitación en iso-propanol y lavados con 
etanol al 75%. El ARN fue re-suspendido en agua libre de nucleasas y 
conservado a -20ºC hasta su uso para síntesis de ARN 
complementario (ARNc) o ADN complementario (ADNc), para el 
estudio de expresión de genes de pluripotencia. La pureza del ARN 
total fue evaluado midiendo la absorbancia de cada muestra a 260 y 
280 nm, determinando así concentración y pureza usando un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Willmington, DE).  
Para la transcripción inversa se mezclaron 1 μg del ARN total con 5 
U/μL of M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) y 12.5 μg/μL de 
“randomprimers” (Promega) en un volumen de 25 μl e incubado 
durante 1h a 37ºC. Estos reactivos se encuentran almacenados a -20ºC.  
 
3.5 Caracterización Celular por PCR Cuantitativa en tiempo real 
y PCR Cualitativa 
Para el análisis de PCR a tiempo real, los niveles de ARNm 
endógenos fueron medidos usando SYBR Green Master Mix (Roche) 
y el termociclador 7500 Real Time PCR System® (Applied 
Biosystem). Para cada 20 μL de reacción, la mezcla contenía: 10 μL 
de  SYBR Green 2X master mix®, 0.2 μM de oligonucleotidos 
específicos, 1 μL de ADNc diluido y agua hasta un volumen final 20 
μL de reacción. La reacción de PCR cuantitativa en tiempo real fue 
realizada en untermociclador 7500 Real Time PCR system® 




(AppliedBiosystems) con los siguientes parámetros de amplificación: 
95º durante 10 minutos, 95º durante 30 segundos, 60º durante  1 
minuto, durante 40 ciclos. La adquisición de los datos fue a 60ºC y 
fueron analizados con el programa de la propia casa comercial 7500® 
v 2.01. Todas las muestras fueron normalizadas con respecto a la 
expresión del control endógeno β-actina, y todos los datos fueron 
analizados usando el método ∆∆CT 
116.  
En los estudios de PCR cualitativa, para cada 20 μL de reacción, la 
mezcla contenía: 4 μL de  “Mytaq Red reaction buffer” 5X, 0.2 μM de 
oligonucleótidos específicos, 1 μL de ADNc diluido, 0,5 L de 
“MyTaq Red DNA Polymerase” y agua hasta un volumen final de 20 
μL de reacción. La reacción de PCR se llevó a cabo en un 
termociclador “MyCycler” de Biorad con los siguientes parámetros de 
amplificación: 95º durante 5 min, 95º durante 30 seg, 60º durante  15 
seg, 72º durante  15s por 35 ciclos. Todas las muestras fueron 
normalizadas con respecto a la expresión del control endógeno β-
actina.  
Todos los cebadores fueron pedidos a Integrated DNA Technologies 
(IDT). Los oligonucleótidos empleados se muestran en la tabla 
(Anexo) 
 
3.6 Extracción de proteínas e inmunodetección 
Las células fueron tripsinizadas, centrifugadas y lavadas con PBS frío. 
Los pellets celulares fueron resuspendidos e incubados en buffer 
RIPA (Sigma R0278), suplementado con inhibidor de proteasa (Sigma 
S8830) e inhibidor de fosfatasa (Sigma, P5726), durante 45 minutos 
en hielo, y sonicados en 4 pulsos de 10 segundos y 10% de amplitud 




en un ultrasonicador (Branson Digital Sonifier, Branson Ultrasonics 
Corporation, Danbury, CT, USA). Tras la centrifugación de 15 
minutos las proteínas en el sobrenadante fueron cuantificadas 
mediante Bradford. Las proteínas fueron desnaturalizadas en buffer 
Laemly suplementado con β-mercaptoetanol (Sigma, 64-20-2)2.5% 
durante 10 minutos a 96°C. Las proteínas totales fueron separadas a 
través de un gel de acrilamida y transferidas a una membrana de 
PVDF. Las membranas fueron bloqueadas con 5% de leche en PBS 
1X durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron 
incubadas con anti-Zic1 1:2000 (abcam, ab24204), anti-Pdx1 1:1000 
(Abcam,ab47267, Cambridge, UK), anti-Gli1 1:2500 (GeneTex, 
GTX124274), anti-Gli3 1:2000 (GeneTex, GTX104362) y anti-Gli2 
1:250 (Santa Cruz, sc271786) diluidos en 5% de leche en TBS-Tween 
durante toda la noche a 4ºC. Como control de carga se incubó con 
anti-β-Actina 1:10000 (Sigma A5441)  en 5% de leche en TBS-Tween 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras ello las membranas 
fueron lavadas tres veces durante 5 minutos con TBS-Tween. Los 
anticuerpos secundario fueron anti-rabbit IgG (LI-COR, 926-32211)  
y anti-mouse IgG (LI-COR, 926-68070). Finalmente las membranas 
fueron lavadas tres veces durante 5 minutos con TBS-Tween y 
reveladas mediante fluorescencia con ODDYSSEY CLx (LI-COR). 
 
3.7 Inmunocitoquímica  
Para analizar la expresión de Zic1 tras el tratamiento con NO se 
cultivaron 30x103 células por placa en placas con lamelas cubiertas 
con matrigel. Las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% 
durante 10 minutos, permeabilizadas con metanol frío (-20ºC) durante 
5 minutos y bloqueadas con 3% BSA PBS-Tritón 0,2% durante 1 




hora. Tras ello, fueron lavadas con PBS 1x e incubadas toda la noche 
con 1:100 anti-Zic1 (abcam, ab24204), and 1:300 anti-α Tubulin 
(Sigma). Para los ensayos de inmunofluorescencia del páncreas y 
tejidos de cerebro, los cortes fueron fijados en 4% de 
paraformaldehído en PBS durante toda la noche a 4ºC, deshidratados 
con etanol y xileno y embebidos en parafina. Las secciones fueron 
cortadas con un espesor de 5 μm con un micrótomo Leica DM6000B. 
Las secciones fueron des-parafinadas mediante una serie de lavados 
con xileno y etanol, lavadas con PBS durante 5 minutos y 
autoclavadas con una solución buffer citrato 0,01M. Posteriormente se 
bloquearon con 3% de BSA y 0,2% Triton X-100 en PBS durante 1 
hora a temperatura ambiente e incubadas toda la noche a 4ºC con 
1:100 anti-Zic1 (abcam, ab24204) y 1:100 anti-Pdx1 (Developmental 
Studies Hybridoma Bank, F109-D12, Iowa, USA). En ambos casos las 
células fueron lavadas tres veces por 5 minutos con PBS-Tween y la 
detección del anticuerpo primario se obtuvo incubando con los 
anticuerpos fluorescentes anti-rabbit Alexa fluor 594 (Invitrogen 
A21207, Carlsbad, USA) y anti-mouse Alexa fluor 488 (Invitrogen, 
A11001) a una concentración 1:300 en 3% BSA PBS-Tritón 0,2% 
durante una hora en oscuridad. Finalmente las células fueron lavadas 
tres veces por 5 minutos con TBS-Tween y teñidas con DAPI 300 
μM1:1000 durante 5 minutos. Las imágenes fluorescentes se 
obtuvieron usando el microscopio Leica DM 5500 (Leica 
Microsystems, WetzlarGermany), y fueron procesadas mediante 
Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA). 
 
 




3.8 Ensayo de Inmunoprecipitación de Cromatina.  
Las células R1E fueron fijadas con formaldehido 1% durante 10 
minutos a 37ºC. 3x106 células fueron re-suspendidas durante 10 
minutos en hielo en buffer de lisis compuesto por 10mM NaCl, 10mM 
TrisHCl (Ph8), 3mM Cl2Mg y 0.5 mM DTT suplementado con 
inhibidores de proteasas (Sigma S8830). Las células fueron 
centrifugadas 5 minutos a 3000 rpm a 4ºC. El sobrenadante fue 
desechado y el núcleo celular fue lavado por inversión con buffer de 
lavado compuesto por  Tris HCl 10mM (pH8), NaCl 15 mM and KCl 
60 mM. Se centrifugó durante 5 minutos a 3000rpm a 4ºC, y se incubó 
el núcleo celular con buffer de lavado suplementado con 3mM Cl2Ca, 
inhibidores de proteasas, DTT 0.5 mM y 5-10 μl de nucleasa 
micrococal diluida 1:200 (M0247S, New England BioLabs) durante 
20 minutos a 37ºC  en un agitador orbital a 100 rpm. Para detener la 
acción de las nucleasas se añadieron 20µl de EDTA 0,5 mM. Se 
centrifugó durante 5 minutos a 3000rpm a 4ºC. El núcleo celular fue 
roto con un buffer compuesto por  NaCl 150mM, TrisClH 50mM 
(7.5), EDTA 5mM, NP-40 0.5%,  Triton 1%, SDS 0.01% y sometido a 
tratamiento ultrasonidos en tres pulsos de 10 segundos al 10% de 
amplitud en un aparato de ultrasonidos. Se centrifuga 10 minutos a 
10000 rpm a 4ºC. El sobrenadante con los extractos de cromatina con 
un tamaño medio de 500pb fue inmunoprecipitado usando de 2 a 4 μg 
de anticuerpo por muestra. El anticuerpo empleado fue anti-Egr1 
(Santa Cruz Biotechnology. 588). Como controles de chip se 
emplearon el Control IgG de conejo (Chip Grade, Abcam ab46540), y 
el Control isotipo IgG1 de ratón (Cell Signalling, G3A1). Para el 
complejo anticuerpo-bolas se emplearon 15 μL of “Dynabeads®” 




(Invitrogen, Dynal AS, Oslo, Norway) y se incubaron durante 30 
minutos a 4ºC bajo rotación en buffer de dilución (SDS 0.01%, Triton 
X-100 1.1%, EDTA 1.2 mM, tris HCl 16.7 mM pH8.1, NaCl 167 
mM). Tras ello se añadió la cromatina y se incubó durante 1 hora en 
rotación a 4ºC. Se realizaron lavados consecutivos del complejo con 
buffer bajo en sales (SDS 0.1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, tris 
HCl 20 mM pH8.1, NaCl 150 mM), buffer alto en sales (SDS 0.1%, 
Triton X-100 1%, EDTA 2 Mm, tris HCl 20 mM pH8.1, NaCl 500 
mM), buffer LiCl (LiCl 0.25M, NP40 1% (Igepal), deoxycholate 1%, 
EDTA 1 mM, Tris HCl 10 mM pH 8),  dos veces con buffer TE (Tris 
HCl 10mM pH 8.1, EDTA 1 mM) y finalmente eluido con 500 μL de 
buffer de elución (SDS 1%, NaHCO3 0.1M). Se purificó el ADN con 
el protocolo fenol:cloroformo. Se realizó el análisis del CHIP 
mediante una PCR cuantitativa usando “Sybr Green”.  La ocupación 
del promotor fue determinada mediante el método de “percent imput” 
relativizado a la condición de pluripotencia (+LIF). Los cebadores de 
Zic1 empleados se muestran en la tabla Anexo1. 
 
3.9 Ensayos de pérdida y ganancia de función de Egr1 
Las células R1E fueron transfectadas con pCG-HA-Egr1, un plásmido 
de expresión de Egr1 cedido por el Dr. Shigeru Taketani, usando el 
reactivo de transfección Fugene HD (Promega). La sobreexpresión de 
Egr1 se confirmó mediante RT-PCR.  
La expresión de Egr1 fue silenciada transfectando las células R1E con 
un shRNA (Sigma) empleando el reactivo de transfección Fugene HD 
(Promega). El silenciamiento fue confirmado mediante RT-PCR.  
 




3.10 Construcción del plásmido de expresión Zic1 y transfección 
celular 
Para construir un plásmido de expresión de Zic1, la secuencia que 
codifica el ORF (“Open Reading Frame”) fue clonada en el vector de 
expresión de mamíferos pCDNA3.1-HIS. El ORF de Zic1 fue 
amplificado a partir de cDNA de células cultivadas en presencia de 
LIF y NO usando las polimerasa  MyTaqTM HS Red (BIOLINE). 
Inserto y vector fueron digeridos con las enzimas de restricción Ecor1 
and Xho1 (Promega) y ligados con la ADN ligasa T4 (Promega, 
M180). Para generar  una transfección estable, las células R1E fueron 
transfectadas con pCDNA3.1-HIS-Zic1 o el vector vacío pCDNA3.1-
HIS usando el reactivo de transfección Fugene HD (Promega), y 
fueron seleccionadas con G418 (250 µg/ml) hasta que las células 
silvestres murieron. La sobreexpresión de Zic1 fue confirmada 
mediante RT-PCR y Western-Blot de las colonias supervivientes.    
 
3.11 Ensayos de Proliferación Celular  
Para determinar la proliferación celular se realizaron tres ensayos 
diferentes: el recuento directo mediante ensayo de exclusión por azul 
de Trypan, la incorporación de BrdU, la expresión de ki67 por 
inmunocitoquímica.  
 
3.11.1 Ensayos de Proliferación Celular por exclusión por azul de 
Trypan 
Para los estudios por conteo del número total de células al 
finalizar el cultivo, las células fueron sembradas en placas de 
10cm2 y tras finalizar el tratamiento fueron individualizadas 




usando TrypLE 2x durante 5 minutos. A continuación se 
neutraliza la enzima adicionando un volumen de medio de 
cultivo y las células fueron recuperadas por centrifugación a 
1000 rpm durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y se 
re-suspende en 1ml de DPBS si es para recoger, o de medio de 
cultivo si es para volver a sembrar y expandir. Se procedió al 
conteo mediante cámara de Neubauer usando azul de trypan y 
obteniendo el número de células/µl, y multiplicando por 1000 
µl (volumen re-suspendido) obtuvimos el número total de 
células, de los diversos cultivos y del control. Para 
representarlo y visualizar el aumento o disminución de la 
proliferación en  el cultivo con los distintos medios con 
respecto al control realizamos gráficos de barras usando 
Microsoft Excel. 
 
3.11.2 Ensayo de Proliferación Celular por Incorporación de 
BrdU 
Los estudios de proliferación celular por incorporación de 
BrdU se realizaron usando el Kit “Cell Proliferation ELISA 
BrdU”. Para ello, las células fueron cultivadas en placas de 96 
pocillos con 100µl de medio de cultivo, poniendo cada 
condición de cada medio por triplicado. Dicho kit consiste en 
la incubación con BrdU 1:100 de las células en la palca de 
cultivo durante 16 horas a 37ºC, siendo la incorporación de 
BrdU al ADN celular favorecida cuanto más prolongada sea la 
incubación. Tras ello se fija y se incuba con el anticuerpo anti-
BrdU 1:100 durante 2 horas a temperatura ambiente. Se 




realizan tres lavados y se incuba con la reacción sustrato de 5 a 
30 minutos a temperatura ambiente, hasta que el color sea 
suficiente para la detección fotométrica. Finalmente se 
determina la proliferación midiendo la absorbancia en un 
espectrofotómetro a 450nm, y se representan los datos en un 
gráfico de barras usando Microsoft Excel. 
 
3.11.3 Ensayo de Proliferación Celular por Inmunocitoquímica 
Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para confirmar 
la capacidad de proliferación de las células. Para ello las 
células mesenquimales fueron cultivadas en placas que 
contienen lamelas cubiertas con matrigel® en una densidad de 
3000 células/cm2. Las células fueron fijadas con 
paraformaldehído 4% durante 10 minutos, permeabilizadas con 
metanol frío (-20ºC) durante 5 minutos y bloqueadas con BSA 
3% PBS-Tritón 0,2% durante 1 hora. Tras ello, fueron lavadas 
con PBS 1X e incubadas toda la noche con 1:100 anti-Ki67 
(abcam ab15580) y 1:300 anti-αTubulina (Sigma T-6199) en  
BSA 3% PBS-Tritón 0,2%. Las células fueron lavadas tres 
veces por 5 minutos con PBS-Tween y la detección del 
anticuerpo primario se obtuvo incubando con los anticuerpos 
fluorescentes anti-rabbit Alexa fluor 594 (Invitrogen A21207, 
Carlsbad, USA) y anti-mouse Alexa fluor 488 (Invitrogen, 
A11001) a una concentración 1:300 en  BSA 3% PBS-Tritón 
0,2% durante una hora en oscuridad. Finalmente las células 
fueron lavadas tres veces por 5 minutos con TBS-Tween y 
teñidas con DAPI 300 μM 1:1000 durante 5 minutos. Las 




imágenes fluorescentes se obtuvieron usando el microscopio 
Leica DM 5500 (Leica Microsystems, WetzlarGermany), y 
fueron procesadas mediante Adobe Photoshop (Adobe Systems 
Incorporated, San Jose, CA, USA). 
 
3.12 Ensayos de Morfología 
Para determinar la morfología celular con los diferentes cultivos, se 
realizaron ensayos de comparación visual de la morfología con 
respecto al control. Para ello se tomaron fotos de los diferentes 
cultivos en las sucesivas semanas empleando un microscopio invertido 
con una cámara acoplada Leica DFC490. Con ello también se obtuvo 
una idea de si la densidad celular aumentaba con respecto al control y 
con respecto a los pases anteriores.  
 
3.13 Caracterización Celular por Citometría de flujo 
La calidad celular es un factor importante a la hora de optimizar un 
medio de cultivo, para lo cual es necesario comprobar que las células 
mantengan sus características fenotípicas, lo cual fue determinado 
mediante ensayos de Citometría de Flujo en las células madre 
mesenquimales. Para ello las células fueron levantadas mediante 
TrypLE 2x durante 5 minutos y recuperadas por centrifugación a 1000 
rpm 5 minutos. El pellet fue re-suspendido en 600 µl de DPBS y 
repartido en 6 tubos de citómetro con 100 µl. Las células fueron 
incubadas en oscuridad durante 30 minutos a 4ºC con los anticuerpos 
anti-humanos monoclonales 1:30 anti-CD73-PE (BD, 550257), 1:50 
anti-CD90-FITC (BD, 555595), 1:50 anti-CD105-PE (BD, 560839), 
1:30 anti-CD45-FITC (BD, 345808), 1:30 anti-HLA-DR-FITC (BD, 




555558), 1:30 anti-CD34-PE (BD, 555822). Tras la incubación se 
realizó un lavado con PBS 1X, centrifugó y re-suspendió en 400 µl de 
PBS 1X y los datos de caracterización fueron obtenidos en el 
Citómetro de Flujo FACScan.   
 
3.14 Caracterización Celular: Potencial Multi-linaje.  
El potencial multi-linaje de las células fue determinado mediante la 
inducción de las muestras tras la expansión con los kit 
“StemProAdipogenesis”, “StemProChondrogenesis” y 
“StemProOsteogenesis” (Life Technologies, UK). El medio de 
diferenciación fue preparado según las instrucciones del fabricante, 
descongelando durante toda la noche el suplemento y añadiéndolo al 
medio de diferenciación basal correspondiente a cada linaje.  
La diferenciación hacia condrocitos implica la formación de una 
micromasa de CMMh, generada mediante la siembra de 107células/ml 
en 50 µl de suspensión formando una gota en una placa de 6 pocillos. 
Se incubó durante 2 horas en el incubador a 37ºC y 5% de CO2, y tras 
ello se adicionó 1ml del medio de diferenciación condrogénica, y se 
devolvió al incubador.  
La diferenciación hacia adipocitos y osteocitos se realizó mediante la 
siembra de las células en una placa de 6 pocillos a una concentración 
de 5000 células/cm2, en el medio de crecimiento correspondiente y 
colocándolo en un incubador a 37ºC y 5% de CO2 durante tres días. A 
los tres días el medio fue remplazado. 
El medio de diferenciación para cada ensayo fue reemplazado cada 72 
horas, con una duración final del proceso de 21 días. En este punto, se 
procedió a la tinción de las células. Aquellas que dieron lugar a 




diferenciación condrogénica fueron teñidas con Alcian Blue, para lo 
que previamente fueron fijadas con paraformaldehido 4% durante 30 
minutos a temperatura ambiente, lavadas tres veces con PBS libre de 
Ca2+ y Mg2+, e incubadas con la solución Alcian Blue 1% durante 60 
minutos a temperatura ambiente. Tras ello las muestras fueron lavadas 
con PBS tres veces y una vez con 1ml de agua destilada. Tras el 
último lavado las muestras fueron observadas al microscopio. En el 
caso de la diferenciación osteogénica, las células fueron fijadas con 
buffer neutral formalina 10% frío durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. Las muestras fueron lavadas con PBS libre de Ca2+ y Mg2+ 
y mantenidas en agua destilada durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Se incubaron con la solución fosfatasa alcalina Naftol AS-
MX 4% en oscuridad durante 45 minutos a temperatura ambiente. 
Tras la incubación se realizaron tres lavados con agua destilada y se 
incubaron las muestras con AgNO3 2.5% durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, y lavadas tres veces con agua destilada. Tras el 
último lavado las muestras fueron observadas al microscopio. 
Finalmente las células que generaron adipocitos fueron fijadas con 
PFA 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente y teñidas con 
Oil-Red 1% en isopropanol a temperatura ambiente. Fueron lavadas 
tres veces con agua destilada y observadas al microscopio. 
 
3.15 Análisis de la adherencia celular usando el equipo 
iCELLigence. 
Se cultivaron 6000 células/cm2 de células madre mesenquimales 
humanas de Tejido Adiposo en las placas proporcionadas para el 
equipo. Se establecieron dos condiciones en el experimento, células 




cultivadas sobre gelatina y células cultivadas sobre vitronectina. Se 
programó el equipo para tomar una medida cada hora, y se detuvo a 
las 55 horas. Se obtuvo una representación de la tasa de proliferación 
frente al número de horas.  
 
3.16 Análisis estadístico 
Los datos representados son las medias más la representación de la 
desviación estándar de como mínimo tres experimentos 
independientes. Las comparaciones entre los valores fueron analizados 
usando un test de T-student one-tailed. Un valor de p 0.05 fue 










































































Regulación de la expresión del gen Zic1 por altas concentraciones 
de Óxido Nítrico 
 
4.1 El NO incrementa la expresión de Zic1 en CME de ratón 
 
Hemos analizado la expresión génica y proteica de Zic1 en 
CMEs de ratón cultivadas en presencia y ausencia de LIF durante 3 
días y 500 µM DETA-NO (19h). Los resultados obtenidos por 
ensayos de PCR, Western-Blot e inmunofluorescencia mostraron que 
la expresión de Zic1 en presencia de NO incrementaba 
considerablemente (Figura 7, paneles A y B). Además en los ensayos 
de inmunofluorescencia revelaron una co-expresión de Zic1 con el gen 
de endodermo Pdx1 en estas células en presencia de NO (Figura 7, 







Figura 7. Análisis del efecto del NO en la expresión de Zic1 en CMEr. A) PCR a 
tiempo real. Los valores fueron normalizados a los CTs β-Actina, usada como 
control de carga y analizado usando el algoritmo ΔΔCt. Los resultados son la media 
de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico se realizó un test 
de “T-student”: * P<0,05 es estadísticamente significativo frente a células 
cultivadas en presencia de LIF, ** P<0,05 frente a células cultivadas en presencia y 
ausencia de LIF. B) Western-Blot. Empleamos β-Actin como control de carga. Los 
resultados mostrados son los más representativos de tres experimentos. C) Ensayo 
de Inmunofluorescencia. Las imágenes muestran el cultivo celular en las cuatro 
condiciones y seguidamente teñidas con DAPI (azul), Zic1 (rojo),  α-TUBULINA 
(verde) y Pdx1 (verde). Barra de escala 25 μM. Las imágenes mostradas son las 
más representativas de tres experimentos. D) Cuantificación de la co-expresión de 
Zic1 y Pdx1 en las condiciones con NO. Los resultados mostrados son la media del 
conteo celular de cinco campos visuales. El NO incrementa la expresión de Zic1 en 
mESC. Zic1 y Pdx1 co-expresan en las mismas células en +LIFNO y –LIFNO. +LIF 
(células cultivadas en presencia de LIF), +LIFNO (células cultivadas en presencia 
de LIF + 500µM DETA-NO), -LIF (células cultivadas en ausencia de LIF), -LIFNO 





4.2 Egr1 presenta un papel activador en la regulación de Zic1 
 
Para determinar los factores de transcripción que tienen un 
sitio de unión en el promotor de Zic1 se empleó la base de datos 
Jaspar. Entre todos, se encontró un sitio de unión para Egr1 
(GGCGAGGGTGGGGGGGGGCGGG), unas 50pb aguas arriba del 
inicio de translación del gen Zic1, con un “score” 10.002 y un 
“relative score” 0.8587 (Figure 8, panel A). En estudios previos en el 
laboratorio analizamos los factores de transcripción que se unían al 
promotor de Pdx1 y el efecto del NO en su expresión. Se probó que 
sólo el factor de transcripción Egr1 no presentaba cambios en su 
expresión por el NO. Por ello se decidió estudiar el papel de este 
factor de transcripción en la regulación de Zic1. 
 
Para determinar si Egr1 presenta un papel sobre la expresión 
de Zic1 se estudió la ocupación de Egr1 sobre el promotor de Zic1 
mediante un ensayo Chip y los resultados fueron visualizados 
mediante una RT-PCR, mostrando que la ocupación de Egr1 
incrementa tras el tratamiento con NO (Figura 8, panel B). Dado que 
en esta condición la expresión de Zic1 se incrementa, indica que Egr1 
podría tener un papel activador en la expresión de Zic1. Para 
demostrar esto se desarrolló un ensayo de pérdida y ganancia de 
función de Egr1, donde los resultados revelaron que cuando Egr1 es 
sobre-expresado, la expresión de Zic1 incrementa significativamente 
(Figura 8, panel C); mientras que cuando Eg1 es silenciado, la 
expresión de Zic1 disminuye significativamente (Figura 8, panel D). 





presencia de DETA-NO, donde la ocupación de Egr1 en el promotor 
de Zic1 es mayor de acuerdo a los resultados obtenidos en el Chip.    
 
 
Figura 8. Papel de Egr1 en la regulación de Zic1. A) Esquema del promotor de 
Zic1: islas CpG (rectángulo horizontal gris), inicio de la transcripción (TSS) e 
inicio de translación (ATG+1) representados por triángulos grises verticales; sitio 
de unión de Egr1 y su secuencia consenso en Zic1 
(GGCGAGGGTGGGGGGGGGCGGG) de acuerdo con la base de datos Jaspar.  
B) Ensayo de Chip de Egr1 sobre el promotor de Zic1. La ocupación del promotor 
de Zic1 por Egr1 se incrementa tras el tratamiento con NO. Los resultados son la 
media de tres experimentos independientes. El eje de las Y corresponde al “percent 
input”. C)  Ensayo de pérdida de función de Egr1. Las células fueron trasnfectadas 
con un pull de shEgr1 y seleccionadas con puromicina. La expresión de Egr1 y zic1 
se determinó mediante RT-PCR. La expresión de Egr1 se analizó en las condiciones 
control y DETA-NO, mientras que Zic1 sólo en la condición DETA-NO, donde se 
supone que Egr1 está actuando. Los valores fueron normalizados a los valores de 
expresión de la β-actina, usada como control de carga, y analizado usando un 
algoritmo ΔΔCt. Representa la media de tres experimentos independientes. D) 
Ensayo de ganancia de función de Egr1. Las células R1E fueron transfectadas 
temporalmente con pCG-Egr1-HA. La expresión de Egr1 y zic1 se determinó 
mediante RT-PCR. La expresión de ambos se analizó en las condiciones control y 
DETA-NO. Los valores fueron normalizados a los valores de expresión de la β-
actina, usada como control de carga, y analizado usando un algoritmo ΔΔCt. 
Representa la media de tres experimentos independientes. Para el análisis 
estadístico en  se realizó un test de “T-student”: los valores *P<0.05 y **P<0,01 se 





4.3 Zic1 se expresa en líneas de células beta pancreáticas y en 
islotes pancreáticos 
 
Con el fin de confirmar nuestras sospechas de que Zic1 no es un 
gen exclusivo de ectodermos, sino que puede estar presente en células 
pancreáticas y podría estar involucrado en el proceso de diferenciación 
hacia endodermo, realizamos algunos ensayos en células adultas. Para 
ello llevamos a cabo ensayos de PCR y Western-Blot en células 
pancreáticas (MIN6) y en islotes adultos, los cuales revelaron que al 
igual que Pdx1, Zic1 se expresaba en estas células (Figura 9, paneles 
A y B). Como controles se emplearon células neurales (SH-SY5Y) y 
tejido de cerebro, donde se conoce que se expresa Zic1. 
Posteriormente desarrollamos un ensayo de inmunofluorescencia en 
células pancreáticas (INS1-E) y corroboramos que hay una co-
expresión de Pdx1 y Zic1 en estas células (Figura 9, panel C). 
Finalmente, lo ensayos de inmunofluorescencia realizados en tejidos 
adultos, en páncreas de ratón y en islotes disgregados confirmaron la 
co-expresión de Zic1 y Pdx1 en células de islote pancrático. (Figura 9, 
panel D). Como control de la expresión de Zic1 se hizo un ensayo de 






Figura 9. Análisis de la expresión de Zic1 en líneas de células beta pancreáticas y 
en islotes pancreáticos. A) PCR cualitativa de la expresión de Zic1 en células 
MIN6, islotes, tejido de cerebro y células HS-SY5Y. Se usó β-Actina como control de 
carga. Los resultados mostrados son los más representativos de tres experimentos. 
B) Western-Blot de Zic1 en células MIN6, islotes, tejido de cerebro y células HS-
SY5Y. Se usó β-Actina como control de carga. Los resultados mostrados son los más 
representativos de tres experimentos. C, D) Ensayo de Inmunofluorescencia. Las 
imágenes muestran las células INS1-E, MIN6, HS-SY5Y, islotes y tejido de cerebro 
teñidos con DAPI (azul), Zic1 (rojo), y Pdx1 (verde). Barra de escala, 25 μM. Las 
imágenes mostradas son las más representativas de tres experimentos 
independientes. Las proteínas Zic1 y Pdx1 co-expresan en las mismas células. En 
los tres ensayos (A,B y C), Zic1 se expresa en las células MIN6 y en islotes de ratón. 
Expresión de Pdx1 como control de endodermo. Células HS-SY5Y y tejido se 
cerebro como control de ectodermo. 
 
4.4 El tratamiento con NO modifica la vía de señalización de Shh 
en CMEr 
 
En los ensayos previos hemos comprobado que la expresión de 
Zic1 es regulada por el NO y que está presente en células pancreáticas. 
Dado que se ha descrito que Zic1 interacciona con las proteínas Gli y 
regula la vía de señalización Shh, hemos estudiado el efecto del NO 





analizado la expresión de los genes involucrados en esta vía y los 
genes diana, Patched1, Gli1, Gli2, Gli3 y Nanog. Todos ellos 
presentaron una disminución en su expresión génica tras el 
tratamiento con NO (Figura 10). Sólo Gli3 mostró un leve aumento en 
su expresión, posiblemente la expresión de su forma truncada e 
inactiva. Con estos resultados se demostró que el tratamiento con altas 
concentraciones de NO en CMEr está afectando a la vía de 




Figura 10. Análisis del efecto de NO en la expresión de los genes Diana de Shh en 
CMEr. RT-PCR. El tratamiento con NO disminuye la expresión de Gli1, Gli2, 
Nanog y Patched en las condiciones +LIFNO y – LIF NO. Sólo Gli3 incrementa su 
expresión. Los valores fueron normalizados a los valores de expresión de la β-
actina, usada como control de carga, y analizado usando un algoritmo ΔΔCt. 
Representa la media de tres experimentos independientes. Para el análisis 
estadístico se realizó un test de “T-student”: * P<0,05 es estadísticamente 
significativo frente a células cultivadas en presencia de LIF, ** P<0,05 frente a 
células cultivadas en presencia y ausencia de LIF. +LIF (células cultivadas en 
presencia de LIF), +LIFNO (células cultivadas en presencia de LIF + 500µM 
DETA-NO), -LIF (células cultivadas en ausencia de LIF), -LIFNO (células 









4.5 Posible papel de Zic1 en la inhibición de la vía Shh y proceso 
de diferenciación 
 
Para comprobar si la modificación de la vía Shh en CME de 
ratón tras el tratamiento con NO es promovida por Zic1, llevamos a 
cabo un ensayo de ganancia de función, empleando células cultivadas 
en presencia de LIF y transfectadas con el plásmido pCDNA3.1-HIS 
Zic1 y con el vector vacío. La sobreexpresión de Zic1 se verificó 
mediante PCR cualitativa y Western-Blot (Figura 11, paneles Ay B). 
La expresión de los genes diana de la vía Shh se estudió mediante una 
PCR cuantitativa, en la que los resultaros revelaron que cuando la 
expresión de Zic1 aumenta, la expresión de los genes diana disminuye 
levemente y la expresión de Pdx1 no cambia, en la células 
transfectadas con el plásmido pcDNA3.1-His Zic1 (Figura 11, panel 
C). Finalmente, estudiamos la expresión de Zic1 y de los genes diana 
de la vía Shh en islotes de ratón, mediante ensayos de PCR en islotes 
en comparación con condiciones de no diferenciación en CME de 
ratón, comprobando que todos ellos reducían su expresión en islotes, 







Figura 11. Ensayo de ganancia de función de Zic1 en CMEr. A) PCR cualitativa 
de células transfectadas con el plásmido pCDNA3.1-His Zic1 y células 
transfectadas con el vector vacío. Zic1 está siendo sobre-expresado. Se usó β-Actina 
como control de carga. Los resultados mostrados corresponden a los tres 
experimentos realizados. B) Western-Blot de las células transfectadas con el 
plásmido Zic y las trasnfectadas con el vector vacío, probando que Zic1 está siendo 
sobreexpresado. Se usó β-Actina como control de carga. Los resultados mostrados 
corresponden al más representativo de tres experimentos. C) PCR cuantitativa de 
Zic1, Gli1, Gli2, Gli3, Patched, Nanog y Pdx1 de células transfectadas con el 
plásmido de Zic1 pCDNA3.1-His. La expresión de Zic1 incrementa 
considerablemente, la expresión de los genes diana de Shh disminuye levemente, y 
la expresión de Pdx1 no cambia, en células transfectadas con el plásmido 
pcDNA3.1-His Zic1. El eje de la Y representa la expresión relativa. Los valores 
fueron normalizados a los valores de expresión de la β-actina, usada como control 
de carga, y analizado usando un algoritmo ΔΔCt. Los resultados muestran la media 
de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico se realizó un test 
de “T-student”: * P<0,05 es estadísticamente significativo frente a células 
trasnfectadas con el vector vacío pCDNA3.1-His. D) PCR cualitativa. Análisis de la 
expression de los genes Diana de la vía Shh en islotes y células pancreáticas adultas 
MIN6. Gli1, Gli2, Gli3, Patched y Nanog están silenciados en islotes y células 
pancreáticas adultas. Se empleó β-Actina como control de carga. Los resultados 






















































Diseño y Optimización de un Medio de cultivo Químicamente 
Definido suplementado con bajas concentraciones de NO 
 
4.6 Estudio del efecto del NO y medios definidos sobre Células 
Madre Embrionarias de ratón (CMEr) 
 
El factor inhibidor de leucemia recombinante (LIF) es 
imprescindible para el mantenimiento del estado indiferenciado de las 
células madre embrionarias de ratón. Dado el alto coste de este 
componente, y que cada vez se requiere un mayor número de células 
para experimentos, nos propusimos optimizar el medio de cultivo 
disminuyendo la concentración de LIF, compensándolo con bajas 
concentraciones de DETA-NO. La finalidad de ello fue mantener la 
pluripotencia y proliferación celular y abaratar los costes, para lo cual 
se estudió el efecto del Óxido Nítrico sobre la línea de células madre 
embrionarias de ratón R1/E, variando tres parámetros en el cultivo de 
las mismas: Inóculo, concentración de LIF y concentración de DETA-
NO.  
El diseño experimental contempla la utilización de los tres 
factores más influyentes sobre el crecimiento celular en tres niveles: 
alto, medio y bajo, determinando de esta manera el nivel óptimo de 
cada variable independiente (Tabla4). 
Tabla 4. Matriz de diseño experimental para cultivo de CMEm R1E 
Factor Parámetro -1 0 1 Control 
X1 Inóculo 1000/cm2 3000/cm2 6000/cm2  
X2 UnidadesLIF 250U/ml 500U/ml 750U/ml 1000U/ml 





Se obtuvieron resultados fiables para el cultivo de un inóculo 
de 3000 células/cm2 durante 5 días. En primer lugar se midió la 
proliferación celular mediante incorporación de BrdU, mostrando que 
todas las condiciones estudiadas presentan una tasa de proliferación 
mayor al control, obteniéndose los valores más altos para 250 y 750 U 
de LIF (Figura13). Por otro lado se estudió el mantenimiento de la 
pluripotencia, para lo que se realizaron ensayos de PCR cuantitativa 
para determinar la expresión de marcadores de pluripotencia, 
concretamente Oct4 y Nanog. En los resultados se observó una 
expresión de Oct4 y Nanog muy similar a la expresión del control en 
todas las condiciones (Figura14). En el estudio estadístico, aquellas 
condiciones en las que no se obtienen resultados significativos 
respecto al control indican que sus valores son muy cercanos al del 
control, y por tanto son óptimas.   
 
Figura 13. Medición de la proliferación celular por incorporación de BrdU. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una población de 
3000 células/cm2. El control aparece representado de color rosa. Se observa que es 
posible reducir la concentración de LIF suplementando con NO. Esta imagen 
representa la media de cuatro experimentos independientes. . Para el análisis 
estadístico se realizó un test de “T-student”: Valores con *P<0.05 fueron 






Figura 14. Medición de la expresión de marcadores de pluripotencia por PCR 
cuantitativa. A) Expresión de Nanog  frente a condiciones de optimización en una 
población de 3000 células/cm2. B) Expresión de Oct4  frente a condiciones de 
optimización en una población de 3000 células/cm2. El control aparece 
representado de color rosa. Se observa que la expresión de Nanog y Oct4 es muy 
similar al control cuando se reduce la concentración de LIF y se suplementa con 
NO. Los valores fueron normalizados a los valores de expresión de la β-actina, 
usando el algoritmo ΔΔCt. Esta imagen representa la media de cuatro experimentos 
independientes. Para el análisis estadístico se realizó un test de “T-student”: 
valores con *P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos con 
respecto a +LIF. 
 
Por lo tanto, reduciendo la concentración de LIF del medio de 
cultivo para las células troncales embrionarias de ratón hasta un 75% 
y suplementándolo con 2μM del donador de Óxido Nítrico DETA-NO 
se puede obtener condiciones de proliferación celular y de 





4.7 Estudio del efecto del Óxido Nítrico y la reducción de bFGF en 
medios tradicionales sobre Células Madre Embrionarias 
humanas (CMEh) 
  
 El bFGF es un componente crítico en el cultivo de células 
madre embrionarias humanas, siendo necesario para el mantenimiento 
del estado indiferenciado de las mismas.  Así, reducir la concentración 
de bFGF y en consecuencia el costo se convierte en un paso crítico en 
la optimización de un medio de cultivo químicamente definido. Por lo 
tanto, la primera tarea que nos planteamos fue disminuir la 
concentración de bFGF en el medio de cultivo, compensándolo con 
bajas concentraciones de DETA-NO, con la finalidad de mantener la 
pluripotencia, la proliferación y abaratar los costes. Para ello se 
estudió el efecto del NO sobre la línea de células madre embrionarias 
humanas HS181, variando tres parámetros en el cultivo de las mismas: 
inóculo, concentración de bFGF y concentración de DETA-NO, como 
se muestra en la Tabla5. 
Tabla 5. Diseño experimental de las condiciones de cultivo de las CMEh- HS 181 
Factor Parámetro -1 0 1 Control 
X1 Inóculo 1·104 3·104 6·104  
X2 bFGF -bFGF   12,5%   25%   50%   75% -bFGF,50%,100% 
X3 DETA-NO 0,5 µM 2 µM 5 µM 0 
 
Los experimentos fueron realizados tanto en medio 
condicionado con fibroblastos como en medio sin condicionar, siendo 
el control positivo los cultivos con 8 ng/mL de bFGF y el control 





 El modelo experimental seguido fue el mismo llevado a cabo 
con las células de ratón, midiéndose la proliferación celular por la 
incorporación de BrdU, y la pluripotencia por la expresión del 
marcador de pluripotencia Nanog por PCR Cuantitativa. 
 En cuanto a la proliferación (Figura 15), se ha comprobado que 
reduciendo la concentración de bFGF al 25%, 12,5% e incluso por 
completo en el medio de cultivo se obtienen niveles cercanos a los del 
cultivo control, con un suplemento de DETA-NO comprendido entre 
0,5 y 5 μM. Sin embargo, las condiciones de proliferación más 
óptimas fueron con 50% y 75% de bFGF, siendo la más óptima 50% 
de bFGF y 2μM de DETA-NO. Por otro lado, la medición de los 
niveles de expresión de Nanog mediante PCR Cuantitativa es muy 
similar al control en todas las condiciones (Figura16). 
 
Figura 15. Medida de la proliferación celular por incorporación de BrdU. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una población de 
3000 células/cm2. El control aparece representado de color rosa. La proliferación 
se mantiene cuando se reduce la concentración de bFGF y se suplementa con NO. 
Esta imagen representa la media de cuatro experimentos independientes. Valores 









Figura 16. Medida de la expresión de marcadores de pluripotencia por PCR 
cuantitativa. Expresión de Nanog  frente a condiciones de optimización en una 
población de 3000 células/cm2. El control aparece representado de color rosa. La 
expresión de Nanog se mantiene muy cercana al control cuando se reduce la 
concentración de bFGF y se suplementa con NO. Los valores fueron normalizados a 
los valores de expresión de la β-actina, usando el algoritmo ΔΔCt. Esta imagen 
representa la media de tres experimentos independientes. Valores con *P<0.05 
fueron considerados estadísticamente significativos con respecto a 100% bFGF. 
 
 
Por tanto, podemos concluir que adicionando el donador de 
óxido nítrico DETA-NO a una concentración de 2 y 5μM es posible 
reducir la concentración de bFGF al 75, 87,5%, e incluso por 
completo, manteniendo una tasa de proliferación y de expresión de 
Nanog similar al control. Los resultados más concluyentes se 
obtuvieron para el cultivo de un inóculo de 3000 células/cm2 durante 5 
días con medio condicionado. Sin embargo en los experimentos con 
medio sin condicionar no se lograron resultados satisfactorios, ya que 
los resultados de proliferación no representan una mejora en las 









4.8 Estudio de un medio químicamente definido libre de suero 
sobre Células Madre Embrionarias humanas (CMEh) 
 
 Uno de los mayores retos para el uso clínico de las células 
troncales es la exposición a productos derivados de animales no-
definidos en el medio durante el cultivo y la expansión celular.  Hoy 
en día se ha reemplazado el uso de suero fetal bovino con el sustituto 
de suero Knock-out (KO-SR, Invitrogen) y las células “feeder” 
humanas han reemplazado a los fibroblastos embrionarios de ratón 
para la derivación y expansión de  hESCs  e iPSCs. La finalidad del 
siguiente estudio es la obtención de un medio de cultivo químicamente 
definido ausente de suero animal para el cultivo de células madre 
embrionarias humana, al cual llamaremos MQD-CABIMER (MQD-
C), y al cual iremos variando las concentraciones de bFGF y DETA-
NO hasta encontrar la condición más óptima.  Para los experimentos, 
se consideraron aquellas condiciones de cultivo óptimas obtenidas de 
los experimentos previos (tabla6).  
Tabla 6. Diseño experimental de las condiciones de cultivo de células 
pluripotentes humanas en medio químicamente definido MQD-CABIMER 
Factor Parámetro -1 0 1 Control 
X1 bFGF    -bFGF       12,5%            25%    Medio Cond –bFGF 




X2 DETA-NO 0,5 µM 2 µM 5 µM 
 





- Comparación de la morfología celular de los distintos 
tratamientos con respecto al control, mediante documentación 
fotográfica. 
- Medición de la proliferación celular, la cual se determinó por 
la incorporación de BrdU  mediante el Kit “Cell Proliferation 
ELISA BrdU (colorimetric, Roche). 
- Medición de la proliferación celular por exclusión por azul de 
Trypan. 
- Medición de la pluripotencia por la expresión de los 
marcadores de pluripotencia Nanog y Oct4 mediante PCR 
Cuantitativa.  
 
 En primer lugar se observó la morfología y densidad celular 
(Figura 17), comprobándose que la morfología del medio MQD-
CABIMER con 100% de bFGF es muy similar al medio comercial E8, 
pero en ambos casos disminuye considerablemente la densidad celular 
con respecto al medio condicionado con fibroblastos (medio control). 
En cuanto a las condiciones con concentraciones de bFGF reducida 
observamos que la densidad celular disminuye y la morfología varía 






Figura 17. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos. 
Morfología y densidad celular de condiciones de optimización en una población de 
3000 células/cm2. La densidad celular disminuye con respecto al control Medio 
Condicionado, y en el medio MQD con concentración de bFGF reducida y 
suplementada con NO varía la morfología celular. MQD (Medio químicamente 
definido). 
 
 Con respecto a la proliferación celular los resultados mostraron 
una baja tasa de proliferación para los medios MQD-CABIMER con 
bajas concentraciones de bFGF. Sin embargo, con el medio MQD-
CABIMER con 100% de bFGF se obtiene una alta tasa de 





condicionado. La proliferación por conteo se corroboró con aquella 
cuantificada por incorporación de BrdU (Figura 18), donde se observa 
que la proliferación disminuye muchísimo con el medio MQD-C con 
respecto al medio condicionado. Sin embargo, en este caso 
observamos que el medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF 
presenta la tasa de proliferación más baja, demostrando así que el 
tratamiento con óxido nítrico entre 2 y 5μM disminuye la dependencia 
de bFGF, mejorando en algunos casos la proliferación con respecto a 
los valores del medio E8 comercial, concretamente con una 
concentración de bFGF de un 25% y 2uM de NO.   
 
Figura 18. Medición de la proliferación celular por incorporación de BrdU. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una población de 
3000 células/cm2. El control aparece representado de color rosa. Cuando la 
concentración de bFGF es reducida y suplementada con NO, la proliferación 
disminuye con respecto al control, pero se mantiene con respecto al medio 
comercial E8. Esta imagen representa la media de tres experimentos 
independientes. “T-Student”: valores con *P<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos con respecto a MC 100% bFGF. MC (Medio 
Condicionado), MQD-C (Medio químicamente definido-CABIMER).  
 
 Finalmente, se midieron los niveles de expresión de 





medio con el que se obtuvo una mayor proliferación, MQD-
CABIMER 25% de bFGF y 2uM de NO (Figura 19). Dichos 
resultados mostraron que la expresión de ambos marcadores se 
incrementaba en las células cultivadas con dicho medio, con respecto 
a aquellas cultivadas con medio condicionado y medio comercial E8.  
 
Figura 19. Medición de la expresión de marcadores de pluripotencia por PCR 
cuantitativa. A) Expresión de Nanog  frente a condiciones de optimización en una 
población de 3000 células/cm2. B) Expresión de Oct4  frente a condiciones de 
optimización en una población de 3000 células/cm2. El control aparece 
representado de color rojo. La expresión de Nanog y Oct4 se mantiene e incluso 
aumenta cuando se reduce la concentración de bFGF y se suplementa con NO. Los 
valores fueron normalizados a los valores de expresión de la β-actina, usando el 
algoritmo ΔΔCt. Esta imagen representa la media de tres experimentos 
independientes. Valores con *P<0.05 fueron considerados estadísticamente 
significativos con respecto a MC 100% bFGF.MC (Medio Condicionado), MQD-C 
(Medio químicamente definido-CABIMER). 
 
Por lo tanto, podemos concluir que el medio MQD-
CABIMER, libre de suero, con una concentración de bFGF de un 25% 
y en presencia de DETA-NO a una concentración de  2uM, mantiene 
la pluripotencia de las células madre embrionarias humanas, con el 
inconveniente de que se reduce la tasa de proliferación y 
supervivencia celular con respecto al medio control. Los resultados 
más concluyentes se obtuvieron para el cultivo de un inóculo de 3000 





4.9 Estudio del efecto del NO y medios definidos sobre Células 
Madre Mesenquimales humanas de Tejido Adiposo (PCS 500-
011) 
 
Actualmente, se están llevando a cabo multitud de ensayos 
clínicos que implican el uso de células CMMh, ya que son el 
candidato principal de células madre humanas para el cultivo a gran 
escala, gracias a su fácil aislamiento, multipotencia, capacidad de 
autorrenovación y proliferación, eficacia terapéutica, propiedades 
immunosupresoras, y capacidad de diferenciarse hacia las líneas 
condrogénica, adipogénica y osteogénica. Una cuestión muy 
importante a tener en cuenta en los cultivos a gran escala con 
propósitos terapéuticos es el uso de sueros derivados de animales y 
otros componentes que incrementan los costes de producción, así 
como el posible riesgo de transmisión de patógenos a los humanos. De 
esta forma, el propósito de este estudio fue optimizar un medio de 
cultivo químicamente definido libre de suero y suplementado con 
DETA-NO, con la finalidad de mantener la pluripotencia y la 
proliferación y abaratar los costes. Este estudio se ha dividido en 
cuatro partes consecutivas hasta obtener el objetivo propuesto, 
analizando en cada caso la proliferación celular por incorporación de 
BrdU y conteo celular, las características fenotípicas por Citometría de 
flujo, la morfología celular por toma de fotos, y finalmente el 







4.9.1 Reducción de la concentración de suero fetal bovino 
 
 La primera parte del estudio consistió en reducir la 
concentración de suero fetal bovino del medio de cultivo reduciendo 
su concentración a un 25, 50 y 75%, y suplementándolo con bajas 
concentraciones de  DETA-NO: 2, 5 y 10µM. Los resultados 
mostrados corresponden a un cultivo de un inóculo de 5000 
células/cm2 durante 7 días. 
 En cuanto a la proliferación (Figura 20), se ha comprobado que 
todas las condiciones estudiadas son satisfactorias, obteniéndose 
niveles de proliferación muy similares al control (DMEM 10%). 
Pudimos observar que la condición más óptima, con una mayor 
proliferación, se obtiene con un 5% de suero fetal bovino en el 
medio de cultivo y suplementado con 5 µM de DETA-NO.   
 
Figura 20. Análisis de la proliferación celular por incorporación de BrdU. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una población de 
5000 células/cm2. El control aparece nombrado como “DMEM10%”. Cuando la 
concentración de suero es reducida y suplementada con NO, la proliferación celular 
se mantiene con respecto a las células cultivadas con el medio control. Esta imagen 
representa la media de tres experimentos independientes. “T-Student”: valores con 
*P<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos con respecto a DMEM 





 Por otro lado, se estudió el mantenimiento de las características 
fenotípicas y de potencia de las células mesenquimales humanas para 
la condición más óptima determinada en el experimento anterior (5% 
de suero + 5 µM) en comparación con el medio control (Figura21), 
observándose que nuestro medio sigue un patrón casi idéntico al 
control, con la ventaja de que estamos reduciendo la concentración de 
suero fetal bovino al 50%. 
 
Figura 21. Análisis del fenotipado por Citometría de flujo. Porcentaje total de 
células que expresan cada anticuerpo en una población de 5000 células/cm2. El 
control aparece nombrado como “DMEM 10%”(azul). Cuando la concentración de 
suero es reducida al 5% y suplementada con 5 µM de NO (rojo) el patrón fenotípico 
se mantiene similar al del control. Esta imagen representa la media de tres 
experimentos independientes.SFB (Suero Fetal Bovino). NO (Óxido nítrico).  
 
 En cuanto a la morfología, pudimos observar tomando 
fotografías, que las células madre mesenquimales de tejido adiposo 
cultivadas con un medio de cultivo compuesto por un 5% de SFB y 
suplementado con 5 µM mantenían una morfología muy similar a las 
cultivadas con el medio control (10% SFB), observándose además que 






Figura 22. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de imágenes. 
Morfología y densidad celular de condiciones de optimización en una población de 
5000 células/cm2. Imágenes tomadas en tres aumentos 10, 20 y 40.Cuando la 
concentración de suero es reducida al 5% se mantiene una morfología y densidad 
celular muy similar a las cultivadas en medio control (10% SFB). CMMh (Células 
madre mesenquimales humanas), SFB (Suero Fetal Bovino). 
 
Además se estudió el mantenimiento de la proliferación celular 
mediante el análisis de Ki-67, proteína nuclear necesaria para la 
proliferación celular, comprobándose que las células cultivadas con el 
medio seleccionado presentaban una mayor expresión de dicha 






Figura 23. Análisis de la proliferación celular por estudio de Ki-67 mediante 
inmunofluorescencia. A) La expresión de Ki-67 fue analizada por un ensayo de 
inmunofluorescencia. Las imágenes muestran células cultivadas en el medio control 
(DMEM 10% SFB) y en el medio con suero reducido y posteriormente teñidas con 
DAPI (azul), Ki-67 (rojo) y α-TUBULINA (verde).Escala de 25 μM. Las imágenes 
mostradas son las más representativas de tres experimentos. B) Cuantificación de 
las células que expresan Ki-67 en el medio control y en el medio con concentración 
de suero reducida al 5% y suplementado con 5µM de DETA-NO. Los resultados 
mostrados son la media del conteo celular de cinco campos visuales de cada 
experimento. Se observa mayor expresión de Ki-67 en las células cultivadas con 5% 
de SFB suplementado con NO. SFB (Suero Fetal Bovino), NO (Óxido Nítrico).  
 
 Finalmente se confirmó la viabilidad y calidad celular 
estudiando el potencial de diferenciación de las células al final del 
cultivo (Figura 24), comprobándose que las células madre 
mesenquimales de tejido adiposo cultivadas con medio compuesto por 
5% se suero fetal bovino y 5μM de NO mantenían la capacidad para 






Figura24. Análisis del potencial de multilinaje. Las imágenes muestran la 
formación de adipocitos, osteocitos y condrocitos a partir de células madre 
mesenquimales cultivadas en medio de cultivo con concentración de suero reducida 
al 5% y suplementado con 5µM de DETA-NO. 
 
 Por tanto, podemos concluir que adicionando el donador de 
óxido nítrico DETA-NO a una concentración de 5μM es posible 
reducir la concentración de suero fetal bovino en el medio de cultivo a 
un 5%, manteniendo una tasa de proliferación, características 
fenotípicas, morfología y capacidad de diferenciación hacia las líneas 
germinales similares e incluso mejores al control.  
 
 
4.9.2 Estandarización de un medio químicamente definido libre 
de suero  
 A continuación, procedimos a estandarizar un medio 
químicamente definido con el fin de retirar por completo el suero fetal 
bovino y evitar así la exposición de las células troncales a productos 
derivados de animales no-definidos en el medio durante el cultivo y la 
expansión celular. Dicho medio contendrá el factor de crecimiento 
bFGF a una concentración de 0,1µg/µl, necesario para mantener el 





a cabo el estudio de otros componentes en el medio de cultivo que 
mejoren la adhesión, proliferación y fenotipo de las células madre 
mesenquimales. Concretamente, se estudió el efecto del factor de 
crecimiento TGF-β (Transforming Growth Factor Beta), el cual se ha 
descrito que regula la proliferación y diferenciación celular y la 
homeostasis de tejidos; y de otros aditivos de los medios, como son 
aminoácidos no esenciales, glutamina y piruvato. Los resultados 
mostrados corresponden a un cultivo de un inóculo de 5000 
células/cm2 durante 7 días.  
Las condiciones de cultivo estudiadas fueron las siguientes:  
- Medio control de CMMh con 10% de SBF 
- Medio químicamente definido comercial StemPro 
- Medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF y TGF-β 2µg/µl 
- Medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF, TGF-β 2µg/µl, 
Glutamina y Aminoácidos No Esenciales.  
- Medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF, TGF-β 2µg/µl, 
Glutamina, Aminoácidos No Esenciales y Pirúvato. 
- Medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF, Glutamina y 
Aminoácidos No Esenciales 
- Medio MQD-CABIMER con 100% de bFGF, Glutamina, 







El primer paso fue el estudio de la proliferación celular de las 
células CMM humanas cultivadas en los distintos medios de cultivo. 
Los resultados mostraron que con todos los medios de cultivo de 
estudio se obtenía un número total de células mayor al obtenido con el 
medio comercial StemPro, y que de entre todos ellos el que presentó 
un número total de células más elevado y cercano al medio control fue 
el medio libre de suero con adición de los factores de crecimiento 
bFGF (0,1µg/µl) y TGF-β (2µg/µl). Además, se analizó el tiempo de 
doblaje celular "doubling time", el cual es un factor relevante al 
momento de diseñar la optimización de medios de cultivos para 
células mesenquimales, ya que existen evidencias reportadas sobre el 
aumento en el tiempo de “doubling time” conforme aumenta el 
número de pases. Se comprobó que la composición del medio en la 
que las células obtenían una tasa de proliferación más cercana al 
control  0,1µg/µl de bFGF y 2 µg/µl de TGF-, coincidía con un 
menor “doubling time”, con un valor en torno a 5 días, muy similar al 
del control (Figura 25); mientras que el medio StemPro presentaba un 
valor de “doubling time” muy elevado. Hemos comprobado que en 
cuanto a proliferación celular, nuestro medio químicamente definido 
es mucho mejor que el medio comercial “Stem-Pro”, el cual presenta 






Figura 25. Análisis de la proliferación celular por conteo del número de células 
totales. A) Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una 
población de 3000 células/cm2. B) Número de día de doblajes frente a condiciones 
de optimización en una población de 3000 células/cm2. Observamos que con la 
condición 2 se obtiene una tasa de proliferación más cercana al control y un menor 
“doubling time”. El control aparece representado con la letra C. En la leyenda se 
indica la composición de los medios de cultivo. Esta imagen representa la media de 
tres experimentos independientes. SFB (Suero Fetal Bovino). MQD-C (Medio 
Químicamente Definido-CABIMER), Glut (Glutamina), AANN (Aminoácidos no 
esenciales), Pyruv (Piruvato).  
 
 Por otro lado, se estudió el mantenimiento de las características 
fenotípicas y de potencia de las células mesenquimales humanas 
cultivadas con cada uno de estos medios, en comparación con el 
medio control (Figura 26), observándose que el medio con 100% de 








Figura 26. Análisis del fenotipado por Citometría de flujo. Porcentaje total de 
células que expresan cada anticuerpo en una población de 5000 células/cm2. El 
control aparece nombrado como “DMEM10% SFB”. El medio con 100% de bFGF 
y 2 µg/µl de TGF-β presentaba el patrón más similar al control. Los resultados 
mostrados son la media de entre tres y un experimentos independientes. SFB (Suero 
Fetal Bovino). MQD-C (Medio Químicamente Definido-CABIMER), Glut 
(Glutamina), AANN (Aminoácidos no esenciales), Pyruv (Piruvato).  
 
 Para finalizar se observó la morfología de las células 
mesenquimales cultivadas con cada uno de dichos medios, 
comparándolos con el medio control (10% de SFB) y con los medios 
comerciales Stem-Pro y TeSR-E8 (Figura 27). Comprobamos que al 
añadir TGF-β la densidad celular aumentaba, y la morfología era más 
similar al control. Sin embargo, en el cultivo con los medios 
comerciales, sobre todo con Stem-Pro, la densidad celular era menor y 







Figura 27. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de imágenes. 
Morfología y densidad celular de condiciones de optimización en una población de 
5000 células/cm2.Se observa una densidad alta y morfología similar al control 
(DMEM 10% SFB) en los medios MQD. SFB (Suero Fetal Bovino). MQD (Medio 
Químicamente Definido), Glut (Glutamina), AANN (Aminoácidos no esenciales), 
Pyr (Piruvato).  
 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de 
pluripotencia, fenotipado y morfología, conseguimos estandarizar un 
medio químicamente definido libre de suero, el cual requiere de los 












4.9.3 Efecto del Óxido Nítrico en el medio químicamente definido 
 
 El objetivo de este paso fue estudiar el efecto del NO en el 
medio libre de suero, dado que el uso de dicha molécula a bajas 
concentraciones se ha reportado como una alternativa en el  cultivo de 
células madre, jugando un importante papel en el mantenimiento de la 
pluripotencia y la supervivencia. Queremos aprovechar esta ventaja 
del NO para reducir la concentración de bFGF en el medio de cultivo, 
y tratar así de reducir el alto coste de este factor de crecimiento 
necesario para mantener el estado indiferenciado de las células madre 
humanas. Por tanto procedimos a reducir la concentración de bFGF en 
el medio de cultivo a un 25, 50 y 75%, suplementándolo con DETA-
NO, y analizando el efecto del mismo. Los resultados mostrados 
corresponden a un cultivo de un inóculo de 6000 células/cm2 durante 
7 días. 
 
 En primer lugar se estudió la proliferación celular (Figura 28), 
observándose una mayor tasa de proliferación para las células 
cultivadas en un medio con 75% de bFGF y 2 µM de DETA-NO. 
Además para esta condición se obtuvo un menor “doubling time”, 
menor a 5 días, que para el resto de condiciones. Sorprendentemente, 
las células cultivadas con el medio comercial Stem-Pro mostraron una 







Figura 28. Análisis de la proliferación celular por conteo del número de células 
totales. A) Proliferación celular frente a condiciones de optimización en una 
población de 6000 células/cm2. B) Número de día de doblajes frente a condiciones 
de optimización en una población de 6000 células/cm2. Observamos que con la 
condición 3 se obtiene una tasa de proliferación más cercana al control (DMEM 
10% SFB) y un menor “doubling time”. El control aparece representado con la 
letra C. En la leyenda se indica la composición de los medios de cultivo. Esta 
imagen representa la media de tres experimentos independientes. MQD-CAB 
(Medio Químicamente Definido-CABIMER), NO (Óxido Nítrico). 
  
 Se procedió al análisis del mantenimiento de las características 
fenotípicas y de potencia de las células mesenquimales humanas 
cultivadas con cada una de las condiciones, comparándolo con el 
medio control (Figura 29). Se comprobó que las células que 





cultivadas en el medio químicamente definido con 75% de bFGF 
suplementado con 2 µM de DETA-NO, y las cultivadas con 50% de 
bFGF suplementado con 5 µM. 
 
Figura 29. Análisis del fenotipado por Citometría de flujo. Porcentaje total de 
células que expresan cada anticuerpo en una población de 6000 células/cm2. El 
control aparece nombrado como “DMEM 10% SFB”. Los patrones mas similares 
al control se obtienen para las condiciones 75% bFGF + 2µM NO y 50% bFGF + 
5µM NO. Los resultados mostrados son la media de entre 2 y 3 experimentos 
independientes. SFB (Suero Fetal Bovino). MQD-CAB (Medio Químicamente 
Definido-CABIMER), NO (Óxido Nítrico). 
 
 En cuanto a la morfología, pudimos observar tomando 
fotografías, que las células madre mesenquimales de tejido adiposo 
cultivadas con el medio químicamente definido libre de suero 
mantenía la morfología, siendo la densidad celular al final del cultivo 







Figura 30. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de imágenes. 
Morfología y densidad celular de condiciones de optimización en una población de 
6000 células/cm2. Se observa que se mantiene la morfología y que la mayor 
densidad celular se obtiene en las condiciones 75% y 50% bFGF.  MQD (Medio 
Químicamente Definido), NO (Óxido Nítrico).  
 
 Con el fin de determinar qué condición es más óptima, si 75% 
de bFGF + 2 µM de DETA-NO o 50% de bFGF + 5 µM de DETA-
NO, procedimos a  hacer una comparativa de ambos (Figura 31), 
donde comprobamos que la morfología y la densidad celular era 
similar en ambos, pero que el patrón fenotípico era más óptimo para la 






Figura 31. Análisis comparativo entre dos medios seleccionados. A) Análisis de 
la morfología y densidad celular por toma de imágenes. La morfología y densidad 
celular es similar en ambas condiciones.  B) Análisis del fenotipado por Citometría 
de flujo. Porcentaje total de células que expresan cada anticuerpo en una población 
de 5000 células/cm2. Se obtiene un mejor patrón fenotípico en las células cultivadas 
con 75% de bFGF y 2µM de NO. MQDFT 75% 2µM (Medio Químicamente 
Definido + bFGF (75%) + TGF-β + 2µM NO), MQDFT 50% 5µM (Medio 
Químicamente Definido + bFGF (50%) + TGF-β + 5µM NO).  
 
 Para finalizar se determinó la capacidad de diferenciación de 
las células madre mesenquimales humanas de tejido adiposo 
cultivadas con el medio químicamente definido con un 75% de bFGF 
y 2 µM de DETA-NO al final del cultivo (Figura 32), comprobándose 
que mantenían el potencial para diferenciarse hacia adipocitos, 






Figura 32. Análisis del potencial de multilinaje. Las imágenes muestran la 
formación de adipocitos, osteocitos y condrocitos a partir de células madre 
mesenquimales de tejido adiposo cultivadas en un medio químicamente definido 
libre de suero, con 75% de bFGF y suplementado con 2µM de DETA-NO. 
 
 
En base a los resultados mostrados podemos confirmar la 
optimización de un medio químicamente definido libre de suero, que 
requiere de los factores de crecimiento bFGF y TGF-β, reduciéndose 
la concentración del primero a un 75%, y suplementándose con una 
concentración de DETA-NO de 2 µM. Dicho medio mantiene una tasa 
de proliferación, características fenotípicas, morfología y capacidad de 
diferenciación similares al control. Sin embargo, el cultivo de las 
células con dicho medio presentaba un inconveniente, y es que el 
cultivo no era acumulativo, es decir, las células iban muriendo a 
medida que se le hacían pases. Por lo tanto se procedió la mejora de 
dicho medio, teniendo en cuenta varios factores: 
 
- Mejorar la adherencia celular usando vitronectina como 
matriz.  
- Favorecer la proliferación mediante la adición de 
Hidrocortizona al cultivo.   
- Inhibir la senescencia replicativa reduciendo la 





4.9.4 Mejora de la adherencia celular 
 
 Con el fin de mejorar la adherencia celular a lo largo del 
mantenimiento del cultivo se procedió al estudio del uso de 
vitronectina como matriz celular, en comparación con la gelatina 
porcina. Para ello se hizo un cultivo simultáneo midiéndose la 
proliferación celular a lo largo del tiempo, observándose que tanto al 
inicio como al final del cultivo, hay mucha más cantidad de células en 
el cultivo con vitronectina (rojo) que en el cultivo con gelatina 
(verde) (Figura 33).  
 
 
Figura 33: Análisis de la adherencia celular usando el equipo iCELLigence. Tasa 
de proliferación frente a número de horas en una población de 6000 células/cm2. La 
curva roja representa la curva de proliferación de células cultivadas sobre 
Vitronectina. La curva verde representa la curva de proliferación de células 
cultivadas sobre gelatina.  Se observa una mayor proliferación al final del cultivo 











4.9.5 Aumento de la proliferación celular.    
 
 En primer lugar tratamos de promover la proliferación para lo 
que decidimos añadir Hidrocortisona (HCOR) al cultivo, el cual se ha 
demostrado que es un factor de crecimiento que junto con una 
proteína matriz adecuada permite el aislamiento de CMM humanas en 
cultivos primarios y su posterior expansión. Para ello realizamos 
ensayos con distintas concentraciones de HCOR, en un cultivo con el 
Medio Químicamente Definido establecido (75% de bFGF + 2µM de 
DETA-NO), con el fin de comprobar si este factor de crecimiento 
junto con la vitronectina favorece la proliferación (Figura 34). 
Pudimos comprobar que con una concentración de hidrocortisona de 
100nM, la proliferación celular aumenta casi el doble en el cultivo 
con vitronectina frente a gelatina. Con lo cual añadimos un factor más 
a nuestro medio de cultivo químicamente definido. 
 
 
Figura 34: Análisis de la proliferación celular por conteo celular. Proliferación 
celular frente a condiciones de optimización en una población de 6000 células/cm2. 
Tomamos como control la condición MQDFT 75% + 2µM NO. Se obtiene un mayor 
número de células totales en el cultivo sobre vitronectina (azul) con la adición de 
una concentración de 100nM de Hidrocortisona al medio MQDFT 75% + 2µM NO. 






4.9.6 Inhibición de la senescencia replicativa 
  
 Con el fin de inhibir la senescencia replicativa a lo largo de los 
pases procedimos a llevar a cabo el cultivo de CMM humanas sobre 
vitronectina con un medio de cultivo bajo en glucosa y compararlo 
con el establecido en los experimentos anteriores. Para ello realizamos 
cultivos paralelos con dos medios: el medio libre de suero con 75% de 
bFGF empleado hasta ahora, al que llamamos HG (Alto en Glucosa), 
y con un medio con la misma concentración de bFGF pero modificado 
con DMEM bajo en glucosa al que llamamos LG (Bajo en Glucosa). 
Se realizó un cultivo acumulativo a lo largo de 42 días, sobre placas 
cubiertas con vitronectina, partiendo de un cultivo de 15·104 células 
(6000 células/cm2), comparando los medios de cultivo químicamente 
definidos HG y LG. Se realizaron los pases cada siete días y en cada 
pase se tomaron fotografías para observar la morfología y densidad 
celular, y se realizó un conteo del número total de células mediante un 
ensayo por exclusión por Trypan para determinar la proliferación 
celular.  
 
 En el primer pase, a los 7 días de cultivo (Figura 35), pudimos 
observar que la morfología celular se mantenía en todas las 
condiciones, y que la densidad celular era alta, viéndose 
considerablemente incrementada en presencia de NO y HCOR. En el 
conteo celular se comprobó que el número total de células ascendía a 







Figura 35. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG) a los 7 
días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos de 
un cultivo inicial de 6000 células/cm2en cada condición. Se observa una morfología 
similar al control en todas las condiciones, pero un considerable aumento de la 
densidad celular cuando se adiciona hidrocortisona. B) Análisis de la proliferación 
celular por conteo del número de células totales. Proliferación celular frente a 
condiciones de optimización en una población de 6000 células/cm2 en cada 
condición. El control (DMEM 10% SFB) aparece representado de color rojo. Se 
obtiene un mayor número de células totales a los 7 días de cultivo con el medio LG 
75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células Madre Mesenquimales 
humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en glucosa) LG (bajo en 
glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico).  
 
 En el segundo pase, a los 14 días de cultivo (Figura 36), se 
observó que la morfología celular variaba y que la densidad celular 
descendía considerablemente en las condiciones en ausencia de NO y 
HCOR, tanto en medio HG, como LG, siendo con diferencia la 
condición con mayor densidad celular el medio LG en presencia de 





ascendiendo el número total de células de Tejido Adiposo cultivadas 
en dicho medio a más de 4·106 células. Sin embargo, en el resto de 
condiciones el número total de células se vio descendido con respecto 
al pase anterior.  
 
 
Figura 36. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
14 días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos 
de un cultivo acumulativo. Se observa una morfología similar al control en todas las 
condiciones, pero un considerable aumento de la densidad celular en el cultivo con 
medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. B) Análisis de la proliferación 
celular por conteo de células totales. Proliferación celular frente a condiciones de 
optimización de un cultivo acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece 
representado de color rojo. Se obtiene un mayor número de células totales a los14 
días de cultivo con el medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh 
(Células Madre Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) 







 En el tercer pase, a los 21 días de cultivo (Figura 37), pudimos 
comprobar que la densidad celular en los cultivos con medio HG 
disminuía considerablemente. Sin embargo, el número total de células 
en el cultivo con medio LG aumentaba significativamente, incluso 
más que en el medio control, tanto en ausencia como en presencia de 
NO y HCOR, siendo el aumento en presencia de los mismos mucho 
más sorprendente.    
 
Figura 37. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
21 días de cultivo. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos de 
un cultivo acumulativo. Se observa una morfología similar al control (DMEM 10%) 
en todas las condiciones, pero un aumento de la densidad celular en el cultivo con 
los medios HG y LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células 
Madre Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en 
glucosa) LG (bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 En el cuarto pase, a los 28 días de cultivo (Figura 38), se 
visualizó una considerable disminución de la densidad celular en los 
cultivos con ambos medios con respecto al pase anterior, pero con el 
cultivo con el medio LG en presencia de NO y HCOR se sigue 







Figura 38. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
28 días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos 
de un cultivo acumulativo. Se observa una morfología y densidad celular similar al 
control en todas las condiciones. B) Análisis de la proliferación celular por conteo 
del número de células totales. Proliferación celular frente a condiciones de 
optimización de un cultivo acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece 
representado de color rojo. Se obtiene un mayor número de células totales a los 28 
días de cultivo con el medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh 
(Células Madre Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) 
HG (alto en glucosa) LG (bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido 
Nítrico). 
 
 A los 42 días de cultivo (Figura 39), se volvió a detectar un 
considerable descenso de la densidad celular en los cultivos con medio 
HG con respecto al control; mientras que el número total de células 
mesenquimales de Tejido Adiposo en el cultivo con medio LG en 








Figura 39. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
42 días de cultivo. Análisis de la proliferación celular por conteo del número de 
células totales. Proliferación celular frente a condiciones de optimización de un 
cultivo acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece representado de color 
rojo. Se obtiene un mayor número de células totales a los 42 días de cultivo con el 
medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células Madre 
Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en 
glucosa) LG (bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 
 Con los resultados del conteo se hizo un análisis comparativo 
para visualizar el aumento de la densidad celular a lo largo de los 
pases, y como el cultivo con el medio LG en presencia de NO y 
HCOR favorece la expansión celular (Figura 40). La gráfica muestra 
una mayor proliferación con el medio LG en presencia de NO y 







Figura 40. Análisis comparativo de la proliferación celular. Representa el número 
total de células contadas en cada pase celular a lo largo de 14 días en cultivos a 
partir de una población inicial de 6000 células/cm2.Cada color representa una 
condición de medio de cultivo, indicada en la leyenda. Se observa una mayor 
proliferación celular a los 14 días en las células cultivadas con el medio LG 75% 
bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. HG (alto en glucosa) LG (bajo en glucosa), 




4.9.7 Validación del Medio Químicamente Definido 
 
Para poder confirmar la viabilidad de dicho medio se estudió el 
mantenimiento de la proliferación celular mediante el análisis de la 
proteína Ki-67, comprobándose que las células cultivadas con el 
medio seleccionado presentaban una expresión de dicha proteína 






Figura 41. Análisis de la proliferación celular por estudio de Ki-67 mediante 
inmunofluorescencia. La expresión de Ki-67 fue analizada por un ensayo de 
inmunofluorescencia. Las imágenes muestran células cultivadas en el medio control 
(DMEM 10% SFB) y en el medio sin suero con  bFGF reducido suplementado con 
NO y HCOR y posteriormente teñidas con DAPI (azul), Ki-67 (rojo) y α-TUBULINA 
(verde). Escala de 25 μM. Las imagines mostradas son las más representativas de 
tres experimentos. Se observa una expresión de Ki-67 similar en ambas condiciones. 




 Se estudió el mantenimiento de las características fenotípicas y 
de potencia de las células mesenquimales humanas para las 
condiciones indicadas en la imagen (Figura 42), observándose que el 
medio bajo en glucosa con adición de 2µM de NO y 100nM de HCOR 





positivos (CD73 y CD90) y ausencia de expresión en los negativos 




Figura 42. Análisis del fenotipo. Estudio de la expresión de genes de 
características fenotípicas de las células madre mesenquimales humanas  por PCR 
cualitativa de una población inicial de 6000 células/cm2. Se observa un patrón más 
óptimo para el medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR, donde hay 
expresión en los marcadores positivos (CD73 y CD90) y no hay expresión en los 
marcadores negativos (CD45, CD34 y CD14). El control aparece nombrado con el 
número 1. En la leyenda se indica la composición de los diferentes medios de 
cultivo. Esta imagen es la más representativa de tres experimentos independientes. 
Todas las muestras fueron normalizadas con respecto a la expresión del control 
endógeno PPIA. SFB (Suero Fetal Bovino), MQD (Medio químicamente definido) 








4.10 Cultivo de la línea de Células Madre Mesenquimales 
humanas de Médula Ósea (PCS 500-012) con el Medio 
Químicamente definido 
 
 Con el fin de corroborar la eficiencia de este medio en una 
línea celular adicional, se procedió a desarrollar el proceso 
experimental llevado a cabo en el punto anterior en células madre 
mesenquimales de médula ósea (PCS 500-012).  
 
 A los 7 días de cultivo (Figura 43), se observó que la 
morfología celular se mantenía en todas las condiciones, y que la 
densidad celular era alta, viéndose ya más incrementada en el medio 
bajo en glucosa y presencia de NO y HCOR. Adicionalmente, en el 
conteo celular se comprobó que el número total de células ascendía a 
5·105 células totales con el medio “Bajo en Glucosa” y presencia de 







Figura 43. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 7 
días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos de 
un cultivo inicial de 6000 células/cm2 en cada condición. Se observa una morfología 
similar al control en todas las condiciones, pero un considerable aumento de la 
densidad celular en el cultivo con medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM 
HCOR. B) Análisis de la proliferación celular por conteo de células totales. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización de un cultivo inicial de 
6000 células/cm2 en cada condición. El control (DMEM 10% SFB) aparece 
representado de color rojo. Se obtiene un mayor número de células totales a los14 
días de cultivo en las células cultivadas con medio LG. CMMh (Células Madre 
Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en 
glucosa) LG (bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 A los 14 días de cultivo (Figura 44), se observó que la 
morfología celular variaba y que la densidad celular descendía 
considerablemente en las condiciones en ausencia de NO y HCOR, 
tanto en medio HG, como LG, siendo con diferencia la condición con 





Estos resultados se confirmaron por conteo celular, ascendiendo el 
número total de células de médula ósea cultivadas con medio LG en 
presencia de NO y HCOR a más de un millón de células. Sin 
embargo, en el resto de condiciones el número total de células se vio 




Figura 44. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
14 días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos 
de un cultivo acumulativo. Se observa una morfología similar al control en todas las 
condiciones, pero un considerable aumento de la densidad celular en los cultivos 
con medio LG. B) Análisis de la proliferación celular por conteo de células totales. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización de un cultivo 
acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece representado de color rojo. Se 
obtiene un mayor número de células totales a los 14 días de cultivo con el medio LG 
75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células Madre Mesenquimales 
humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en glucosa) LG (bajo en 






 A los 21 días de cultivo (Figura 45), pudimos visualizar que la 
densidad celular en los cultivos con medio HG disminuía 
considerablemente; mientras que con medio LG aumentaba 
significativamente, incluso más que en el medio control, tanto en 
ausencia como en presencia de NO y HCOR, siendo el aumento en 
presencia de los mismos mucho más sorprendente.    
 
Figura 45. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
21 días de cultivo. Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos de 
un cultivo acumulativo. Se observa una morfología similar al control (DMEM 10%) 
en todas las condiciones, pero un considerable aumento de la densidad celular en el 
cultivo con medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células 
Madre Mesenquimales humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en 
glucosa) LG (bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 A los 28 días de cultivo (Figura 46), volvimos a observar un 
descenso en la densidad celular en los cultivos con medio HG y un 
ascenso en el medio LG con respecto al control. Este resultado fue 
verificado mediante el conteo celular, donde observamos un 
incremento significativo del número total de células cultivadas en 
medio LG con respecto al control, siendo mucho más considerable, en 








Figura 46. Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
28 días de cultivo. A) Análisis de la morfología y densidad celular por toma de fotos 
de un cultivo acumulativo. Se observa una morfología similar al control en todas las 
condiciones, pero un considerable aumento de la densidad celular en los cultivos 
con medio LG. B) Análisis de la proliferación celular por conteo de células totales. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización de un cultivo 
acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece representado de color rojo. Se 
obtiene un mayor número de células totales a los 28 días de cultivo con el medio LG 
75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células Madre Mesenquimales 
humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en glucosa) LG (bajo en 
glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 
 A los 42 días de cultivo (Figura 47), se determinó mediante 
conteo que las células CMM humanas de médula ósea presentaron una 
disminución en el número total de células en todas las condiciones, 
excepto aquellas cultivadas con medio LG en presencia de NO y 





millón y medio de células., siendo muy superior al número total de 
células cuantificadas en el medio control.  
 
 
Figura 47.  Estudio del medio químicamente definido bajo en glucosa (LG)  a los 
42 días de cultivo. Análisis de la proliferación celular por conteo de células totales. 
Proliferación celular frente a condiciones de optimización de un cultivo 
acumulativo. El control (DMEM 10% SFB) aparece representado de color rojo. Se 
obtiene un mayor número de células totales a los 42 días de cultivo con el medio LG 
75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. CMMh (Células Madre Mesenquimales 
humanas), MQD (Medio químicamente definido) HG (alto en glucosa) LG (bajo en 
glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
 
 Finalmente, al igual que con las células de tejido adiposo, se 
hizo un análisis comparativo de todos los medios con los resultados 
obtenidos del conteo celular, con el fin de visualizar como el medio 
bajo en glucosa en presencia de NO y HCOR favorece la expansión 
celular aumentando la densidad celular en cada pase (Figura48). En 
este análisis pudimos observar como el medio LG en presencia de NO 
y HCOR aumenta el número total de células hasta los 42 días de 
cultivo, mientras que con el resto de los medios la proliferación 







Figura 48. Análisis comparativo de la proliferación celular. Representa el número 
total de células contadas en cada pase celular a lo largo de 28 días en cultivos a 
partir de una población inicial de 6000 células/cm2. Cada color representa una 
condición de medio de cultivo, indicada en la leyenda. Se observa una mayor 
proliferación celular a los 28 días en las células cultivadas con el medio LG 75% 
bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. HG (alto en glucosa) LG (bajo en glucosa), 




4.10.1 Validación del Medio Químicamente Definido 
  
 Como hemos comprobado en el caso de las células CMM 
humana de médula ósea el medio con mayor proliferación celular 
también fue el Medio Químicamente Definido LG en presencia de NO 
y HCOR. Para poder confirmar la viabilidad de las células cultivadas 
en dicho medio se estudió el mantenimiento de la proliferación celular 
mediante el análisis de la proteína Ki-67, comprobándose que las 
células cultivadas con el medio seleccionado presentaban una 
expresión de dicha proteína similar a las cultivadas con el medio 






Figura 49. Análisis de la proliferación celular por estudio de Ki-67 mediante 
inmunofluorescencia. La expresión de Ki-67 fue analizada por un ensayo de 
inmunofluorescencia. Las imágenes muestran células cultivadas en el medio control 
(DMEM 10% SFB) y en el medio sin suero y bFGF reducido suplementado con NO 
y HCOR, y posteriormente teñidas con DAPI (azul), Ki-67 (rojo) y α-TUBULINA 
(verde). Escala de 25 μM. Las imagines mostradas son las más representativas de 
tres experimentos. Se observa una expresión de Ki-67 similar en ambas condiciones. 
SFB (Suero Fetal Bovino), MQD-C (Medio químicamente definido-CABIMER), LG 
(bajo en glucosa), HCOR (Hidrocortisona), NO (Óxido Nítrico). 
 
En el caso de las características fenotípicas y de potencia, 
pudimos comprobar mediante una PCR cualitativa que las células 
cultivadas en dicho medio mantenían la pluripotencia (expresión de 
Nanog y Oct4), expresaban marcadores de superficie de células madre 
mesenquimales (Nestina e Integrina), así como expresión de los 
marcadores positivos CD105, CD90 y CD73 (Figura 50).  
 
 
Figura 50. Análisis de características fenotípicas del medio MQD LG 75% bFGF 
+ 2µM NO + 100nM HCOR. Estudio de la expresión de genes de características 
fenotípicas y marcadores de pluripotencia y superficie de las células madre 
mesenquimales humanas  por PCR cualitativa. Se observa una expresión positiva en 
todos los genes estudiados. Todas las muestras fueron normalizadas con respecto a 






Además, mediante citometría de flujo se comprobó que las 
células cultivadas con el medio químicamente definido presentaban un 
patrón fenotípico muy similar al control, siendo incluso la expresión 





Figura 51. Análisis del fenotipado por Citometría de flujo. Porcentaje total de 
células que expresan cada anticuerpo en una población de 5000 células/cm2. El 
control aparece nombrado como “DMEM10%” (azul). Se observa que el medio  LG 
75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR presenta un patrón fenotípico similar al 
control. SFB (Suero Fetal Bovino), MQD (Medio químicamente definido), LG (bajo 


















4.11 Adherencia de las células madre mesenquimales humanas de 
tejido adiposo a “microcarriers” 
 
 Actualmente, las células madre mesenquimales han supuesto 
un gran progreso en múltiples ensayos clínicos, pero el requerimiento 
de altas dosis celulares es imposible de obtener con los métodos de 
cultivo tradicionales en 2D. Debido a esta demanda de futuras terapias 
celulares, el uso de “microcarriers” para generar células madre en 
ensayos 3D está adquiriendo un gran interés.  
 
4.11.1 Cultivo en “SpinnerFlasks” 
 Hemos realizado ensayos de cultivo de células Mesenquimales 
de Tejido Adiposo en “SpinnersFlasks” mediante el uso de 
“microcarriers” (Hilex II Microcarriers, SoloHill Engineering) (Figura 
52). Las condiciones establecidas fueron nuestro Medio 
Químicamente Definido con 75%bfgf  y 2µM DETA-NO, y como 
control el medio de cultivo óptimo para mesenquimales con 10% de 
suero.  
 
Figura 52. “Spinnerflasks” con medio control y medio químicamente definido en 






 Para controlar que el pH del medio se mantenía estable y que 
por tanto no había muerte celular, tomamos muestras de cada 
condición todos los días y medimos el pH en un peachímetro, 
comprobando que efectivamente el pH del medio se mantenía en unos 
valores neutros, como se puede ver en la tabla 7.  
 
Tabla 7. Mediciones del pH del medio de cultivo a lo largo de 7 días 
mediante un peachímetro. 
pH/día 1 2 3 4 5 6 7 
Control 7,68 7,77 7,77 7,86 7,70 7,77 7,93 
MQD 75% 7,72 7,68 7,77 7,81 7,76 7,82 7,97 
 
 
 El siguiente paso fue visualizar la adherencia celular a los 
“microcarriers”, para lo que tomamos muestras de ambas condiciones 
y teñimos los núcleos con DAPI (Figura 53). Tomamos fotos al 
microscopio de fluorescencia, donde pudimos observar que en el 
medio químicamente definido había una mayor cantidad de núcleos 
que en el medio control, lo que significa que el cultivo está 
funcionando y que las células se están adhiriendo a los 
“mircrocarriers”, siendo posible que esta adherencia esté siendo 
favorecida por la presencia de NO. Sin embargo, todavía es necesario 








Figura 53. Estudio de la adherencia celular. Tinción de los núcleos con DAPI y 
visualización al microscopio de las células cultivadas en “microcarriers” mediante 
“spinnerflasks” en el medio control 10% de SFB y el medio químicamente definido. 
Ensayo realizado a los 1, 3 y 5 días. Se observa un mayor número de células teñidas 
con DAPI en el cultivo con el medio LG 75% bFGF + 2µM NO + 100nM HCOR. 




Además se realizó este mismo ensayo con células 
Mesenquimales de Tejido Adiposo, estableciendo como condiciones 
la condición control con 10% de suero, y la condición 5% de suero + 
5µM DETA-NO. Sin embargo, en este caso, para mejorar la 
visualización de las células adheridas incubamos las células con anti-
tubulina y teñimos con DAPI, para ver el citoesqueleto y el núcleo 
(Figura 54). Tomamos fotos al microscopio de fluorescencia, donde 
volvimos a corroborar que en la condición con presencia de DETA-





en comparación con la condición control óptima para el cultivo de 
células mesenquimales. Por lo tanto podemos confirmar que el NO a 
bajas concentraciones está promoviendo la adherencia celular a los 
“microcarriers” y por tanto favoreciendo el crecimiento de las mismas 
en un cultivo a gran escala. 
 
 
Figura 54. Estudio de la adherencia celular. Tinción del citoesqueleto con anti-
tubulina y los núcleos con DAPI y visualización al microscopio de las células 
cultivadas en “microcarriers” mediante “spinnerflasks” en el medio control 10% 
de SFB y el medio con 5% de SFB y 5µM de DETA-NO. Fotos tomadas a los 5 días 
de cultivo. Se observa un mayor número de células teñidas con DAPI y marcadas 
con anti-tubulina en el medio con 5% de SFB y 5µM NO. SFB (Suero Fetal Bovino), 





4.11.2 Cultivo en Biorreactores 
 De forma paralela hemos llevado a cabo un cultivo de células 
mesenquimales humanas de Tejido Adiposo en Biorreactores 
(AplikonBiotechnology) con medio 10% SFB como control y medio 
MQD 75% bFGF + 2µM de DETA-NO como condición de estudio, 
para lo cual hemos seguido el mismo protocolo descrito anteriormente 
para los spinnerflasks. Sin embargo, a lo largo del proceso nos hemos 
encontrado con una serie de inconvenientes detallados a continuación: 
-  El número de células que obtuvimos tras el pase no fue 
suficiente para sembrar 6500 células/cm2, con lo cual partimos 
de un menor número de células.  
- No fue posible programar el biorreactor de la forma deseada: 4 
horas a 50rpm, seguidas de 12 horas a 50 rpm en un proceso 
intermitente (3 min ON/30 min OFF). Tuvimos que dejar el 
biorreactor en agitación constante. 
- A una agitación de 50 rpm no se conseguían levantar los 
beads, dada la estructura de las palas del biorreactor, con lo 
que tuvimos que aumentarla hasta 150 rpm.  
- El pH del medio aumenta muchísimo llegando incluso hasta 9, 
siendo imposible regularlo, ya que el incubador no posee una 
bomba de CO2. Ello es un gran inconveniente para el 
crecimiento celular. 
 
 Al quinto día de cultivo tomamos una muestra y visualizamos 
los “microcarriers” al microscopio de fluorescencia tras teñir los 





imágenes que algunas células se habían adherido a los 
“microcarriers”, pero que la cantidad era muy baja, posiblemente 
debido a todos los inconvenientes mencionados arriba.  
 
Figura 55. Estudio de la adherencia celular. Tinción de los núcleos con DAPI y 
visualización al microscopio de las células cultivadas en “microcarriers” mediante 
el uso de biorreactores, en el medio control 10% de SFB y el medio químicamente 
definido. Fotos tomadas a los 5 días de cultivo. Se observan pocas células marcadas 


































































Regulación de la expresión del gen Zic1 por altas concentraciones 
de Óxido Nítrico 
 
El nombre de “Zic” proviene de dedos de zinc en el cerebelo, 
reflejando la expresión celular de los genes Zic en ratones adultos 117.  
Se ha reportado que el gen Zic1 es crucial en numerosos programas 
del desarrollo, incluyendo sistema nervioso central, desarrollo 
muscular y esquelético y establecimiento de la asimetría izquierda-
derecha en el embrión temprano 118. Específicamente, Zic1, un factor 
de transcripción dedo de zinc altamente conservado, presenta un papel 
temprano en el establecimiento de las diferentes regiones del futuro 
sistema nervioso119. Estudios en diferentes organismos sugieren que 
Zic1 está implicado en la formación de la cresta neural y el desarrollo 
cerebelar 119-124. Además, Zic1 se expresa en tejidos derivados de 
mesodermo, más prominentemente en somitas 121,125-127 y regula genes 
relacionados con el desarrollo de endodermo 92. Sin embargo, en esta 
tesis hemos demostrado que Zic1 también se expresa en tejidos de 
endodermo, específicamente presenta una alta expresión en tejido 
pancreático de ratón y células pancreáticas adultas (MIN6). Además, 
hemos comprobado que Zic1 co-expresa con Pdx1, un marcador de 
diferenciación temprana hacia endodermo, sugiriendo que puede estar 
involucrado en procesos de diferenciación hacia endodermo.   
 
Estudios realizados previamente sugieren que el NO está 
implicado en la regulación de la diferenciación celular y morfogénesis 
de tejido. Concretamente, en estudios llevados a cabo por Mora et al. 





reprimen genes de pluripotencia, como Oct4 y Nanog, e inducen 
eventos de diferenciación temprana y la expresión de marcadores de 
endodermo definitivo, Pdx1 80. En esta tesis hemos comprobado que el 
tratamiento con altas concentraciones de NO en CME de ratón 
también induce la expresión del gen de ectodermo Zic1. Los ensayos 
de PCR, Western-Blot e inmunofluorescencia muestran que la 
expresión de Zic1 se incrementa tras la exposición a NO, condición en 
la que se observa una co-expresión de Zic1 y Pdx1 en las células. Con 
estos resultados hemos determinado que un gen propiamente de 
ectodermo se diferencia en etapas de diferenciación hacia endodermo, 
y lo hace con un comportamiento similar a Pdx1, lo que hace 
interesante su estudio.     
 
Tras los resultados anteriores hemos profundizado un poco en 
la regulación de este gen por el NO. Decidimos estudiar el papel del 
factor de transcripción Egr1 sobre Zic1, ya que en estudios previos 
comprobamos que no presenta cambios en su expresión por el NO y 
que regula a Pdx1 bajo este tratamiento. Un factor de transcripción 
puede actuar como activador o represor en un mismo o diferentes 
genes. Es el caso de Egr1, el cual se ha descrito que actúa como 
represor en células de melanoma y como activador en células de 
cáncer de pecho, colon y próstata 128. También se ha comprobado que 
Egr1 puede actuar de forma diferente en el mismo gen, dependiendo 
de sus modificaciones postraduccionales, como es el caso del gen 
p300, el cual es reprimido por Egr1 cuando está acetilado y activado 
por el mismo cuando está fosforilado 129. Los ensayos de Chip 





sobre el gen Zic1 en CME de ratón cuando se exponen a un 
tratamiento con altas dosis de NO. Los ensayos de pérdida y ganancia 
de función de Egr1 confirman este resultado, indicando que el NO 
podría estar regulando la expresión de este gen a través del factor de 
transcripción Egr1.   
 
Por otro lado, los eventos claves en el proceso del desarrollo 
son regulados por una de las principales vías de señalización, llamada 
Sonic hedhehog (Shh) 130. Se ha descrito que la activación de esta vía 
induce la transformación de células madre de tejido pancreático en 
células madre cancerígenas de páncreas, donde el factor de 
transcripción Gli actúa como mediador de señales ambientales y en la 
progresión de células madre pancreáticas cancerígenas en tumores 
metastáticos 131. Las proteínas dedo de zinc Gli son factores de 
transcripción que regulan eventos en el desarrollo de vertebrados, y ha 
sido descrito que actúan como reguladores transcripcionales de la vía 
de señalización Shh 132. Se han identificado numerosas dianas Gli, 
incluyendo reguladores de la determinación celular, proliferación y 
muerte, además de renovación y diferenciación de células madre 133. 
Ghabbari et al. demostraron en 2013 que la inhibición de de la vía Shh 
induce la diferenciación de CME hacia endodermo definitivo, con una 
significante disminución en la expresión de los genes Oct4, Nanog, 
Shh, GATA4 y Brachyury, y un incremento en TAT y Pdx1 134. Por 
tanto decidimos estudiar el efecto del protocolo diferenciación hacia 
endodermo optimizado en nuestro laboratorio basado en altas 
concentraciones de NO en la regulación de la vía Shh. Los resultados 





disminución en la expresión de los genes diana de Shh, Gli1, Gli2, 
Patched y Nanog, determinando que el NO está suprimiendo esta vía a 
través de la disminución de la expresión de sus genes diana, 
inhibiendo de esta forma la proliferación y favoreciendo la 
diferenciación hacia endodermo.   
 
Seguidamente nos planteamos determinar si estas 
modificaciones en la vía de Shh en el protocolo de diferenciación son 
promovidas por Zic1, por lo que buscamos si existe relación descrita 
entre este gen y la vía Shh y prolifereción. Estudios recientes han 
mostrado evidencias de que Zic1 está involucrado en la progresión de 
numerosos tumores, tales como meduloblastoma, endometrial, 
neoplasma mesenquimal, y liposarcoma 135-137. Parece que Zic1 está 
altamente expresado en determinados tipos de cáncer, y funciona 
como un supresor de tumores mediante la inhibición de la 
proliferación celular en células de cáncer gástrico y cáncer colorectal 
96,138-141. Se ha descrito que las familias de proteínas Zic y Gli 
interaccionan física y funcionalmente a través de sus dominios zinc 
finger 95,132. Se conoce que las proteínas Gli son intermediarias de la 
vía de señalización Shh, y que como un importante factor de 
transcripción, Zic1 es esencial para la regulación de las vías de 
señalización Shh y Notch en el desarrollo neural 95,96. Sin embargo, se 
conoce muy poco acerca de cómo Zic1 regula vías de señalización y 
su relación con los genes diana en tejidos endodérmicos. Es en este 
punto donde decidimos centrar nuestro estudio y comprobar si la 
modificación de la vía Shh por el NO en CMEr es promovida por 





en condiciones de no diferenciación,  mostrando que la expresión de 
los genes diana de la vía Shh disminuía levemente, mientras que la 
expresión de Pdx1 no cambia. Para confirmar este resultado 
planteamos un experimento futuro basado en el silenciamiento de Zic1 
en presencia de DETA-NO, y comprobar si hay un incremento en la 
expresión de los genes Nanog, Patched, Gli1 y Gli2; y una 
disminución en la expresión de genes de diferenciación hacia 
endodermo como Pdx1. Con esto demostraríamos el papel de Zic1 en 
la regulación de esta vía. Además, procedimos a estudiar este papel de 
Zic1 en islotes de ratón, estudiando la expresión de Zic1 y los genes 
diana de dicha vía mediante ensayos de PCR. Los resultados 
mostraron que Zic1 presenta una alta expresión, mientras que los 
genes diana de la vía Shh reducen su expresión con respecto a la 
condición de no diferenciación en CME de ratón. Estos resultados 
pueden confirmar nuestra hipótesis propuesta para CME de ratón, 
indicando un posible papel de Zic1 en la inhibición de la vía de 
señalización Shh e inducción de la diferenciación. Igualmente, 
podríamos respaldar este resultado  mediante el silenciamiento de 
Zic1 en islotes de ratón, y comprobar si se induce la expresión de los 
genes diana de la vía Shh y se promueve la diferenciación. Con esto 
podríamos confirmar el papel de Zic1 en la diferenciación hacia 










Diseño y Optimización de un Medio de cultivo Químicamente 
Definido suplementado con bajas concentraciones de NO 
 
Las propiedades de las células madre de diferenciarse en 
diversos tipos celulares especializadas y de autorrenovarse para 
producir más células madre y sus capacidades regenerativas únicas, 
hacen que presenten un gran potencial en terapias de medicina 
regenerativa, para el tratamiento de enfermedades como la diabetes o 
enfermedades cardíacas 1,8. Las CME humanas presentan un gran 
potencial terapéutico, ya que presentan la capacidad de proporcionar 
una fuente de tejidos que podrían ser empleados en el re-
emplazamiento en enfermedades cuyas células nativas sean 
inactivadas o destruidas. Sin embargo, el uso de estas células está 
limitado por el gran inconveniente de que da lugar a la formación de 
tumores. Surge así un gran interés en el entendimiento de la biología 
de las CMMs para su potencial uso clínico. Estas células se presentan 
como una prometedora herramienta, gracias a su fácil aislamiento a 
partir de multitud de tejidos, y por presentar la capacidad de 
diferenciarse hacia tipos celulares de las tres capas germinales. 
Recientemente se han llevado a cabo significantes progresos con 
múltiples ensayo clínicos dirigidos a tratar una variedad de 
enfermedades humanas, como cáncer, diabetes, hueso, cartílago, 
corazón, gastrointestinal, inmune y enfermedades neurodegenerativas 
15,28,29. Sorprendentemente, se ha demostrado que las células madre 
mesenquimales procedentes de médula ósea, sangre y tejido de cordón 
umbilical, conducto pancreático y tejido adiposo muestran una gran 





proporcionando una vía para conseguir una futura cura para la 
diabetes tipo 1 36,45. Además, gracias a su capacidad de 
autorenovación y diferenciación, las CMMs ofrecen un importante 
papel en la regeneración de tejidos y medicina regenerativa para el 
tratamiento de úlceras de pie diabético, una significante complicación 
de la diabetes que afecta altamente a la calidad de vida 58,59. 
Actualmente, el uso de células madre en ensayos clínicos 
resulta muy prometedor. Sin embargo, el incrementado uso de ensayos 
clínicos basados en terapias celulares para tratar enfermedades supone 
la demanda de un alto número de dosis celulares. Por lo tanto para 
generar las altas dosis celulares necesarias se requieren grandes 
cantidades de medio de cultivo, los cuales contienen componentes 
animales como fuente de nutrientes, principalmente suero fetal bovino 
(SFB) 98,100. La producción de grandes volúmenes de medio presenta 
un alto coste de producción, además de necesitar más de un millón de 
fetos de vacas embarazadas anualmente. El aumento del uso de SFB y 
otros componentes animales presentes en el medio supone un gran 
incremento en el posible riesgo de transmisión de patógenos a 
pacientes 20,101,102. Por tanto, para conseguir esta alta demanda en la 
expansión celular se necesitan métodos eficientes, y que resuelvan los 
inconvenientes éticos, económicos, científicos y de protección animal 
que presentan los sistemas de cultivo basados en el uso de SFB y otros 
componentes animales. Surge así la necesidad de desarrollar medios 
químicamente definidos libre de componentes animales.  
 El desarrollo de medios químicamente definidos ha sido 





medio de cultivo de CMM libre de suero que permitió la expansión de 
CMMs humanas indiferenciadas, con un fenotipo y perfil de expresión 
similar a las células expandidas en un medio con suero tradicional, 
además de mantener las definidas características de crecimiento y 
diferenciación de las CMMs 107. Más tarde, se realizaron una serie de 
experimentos con un medio xeno-free optimizado para el cultivo de 
células mesenquimales aisladas de médula ósea y tejido adiposo, 
revelando un prometedor efecto en la proliferación y el mantenimiento 
de las principales propiedades funcionales y fenotípicas de las células 
testadas 142. Por otro lado, Ishikawa et al. llevaron a cabo un estudio 
comparativo con tres tipos de medios usados para expandir CMMs 
humanas, comparando la proliferación de las mismas. Los resultados 
revelaron una considerable mayor proliferación en el cultivo de 
CMMs humanas con STK2, el cual es un nuevo medio libre de suero 
desarrollado para la multiplicación de CMMs humanas 143. Es crítico 
encontrar un medio de criopreservación efectivo y un protocolo 
optimizado para preservar CMM humanas para su uso clínico, que 
promueva la expansión y validación de las células, el transporte entre 
clínicas y crear copias de seguridad para repetidos trasplantes. Un 
crioprotector ideal no debería ser tóxico ni inmunogénico, para ambos, 
células y receptor, preservar la viabilidad y características celulares y 
ser químicamente inerte 144,145. Shahla et al. reportaron la 
criopreservación de CMMs humanas de médula ósea y tejido adiposo 
en un medio libre de suero, probando que las células mantenían una 
alta viabilidad, expresión de marcadores de superficie y capacidad de 
diferenciarse hacia linajes mesodérmicos 146. Skog et al. se 





suero para el cultivo de CMMs humanas de médula ósea. Compararon 
la efectividad de este medio con el medio de diferenciación 
condrogénica comercialmente disponible, y confirmaron que el medio 
de diferenciación “xenofree” era más eficiente que el medio 
condrogénico comercial 147. Finalmente, Iwamoto et al. demostraron 
que la fibrosis del hígado era reducida por células de médula ósea 
cultivadas en un medio libre de suero, mejorando la función del 
hígado en ratones cirróticos148. 
En la presente tesis, nos proponemos optimizar el cultivo y 
expansión de células madre embrionarias humanas y de ratón, y 
principalmente de CMM usando un medio químicamente definido 
libre de suero, lo que ayudará a evitar cuestiones éticas y reducirá los 
costes de terapia, convirtiéndose la investigación de células madre en 
la escala clínica en una realidad.  
Hemos diseñado una formulación basada en la suplementación 
con óxido nítrico.  Nuestro grupo ha reportado que la exposición de 
CME a bajas concentraciones del donador de NO DETA-NO 
(diethylenetriamine NO adduct) previene la pérdida de expresión de 
genes de autorenovación, bloquea el proceso de diferenciación 
promovido por la ausencia LIF y bFGF y disminuye la expresión de 
marcadores de diferenciación como Brachyury, Gata6 and Gata4 79. 
En primer lugar, hemos estudiado el efecto del Óxido Nítrico 
sobre células madre embrionarias de ratón, reduciendo la 
concentración de LIF, con el fin de mantener la pluripotencia y 
proliferación celular y abaratar los costes. Obtuvimos así un medio de 





un 25% suplementado con 2μM del donador de Óxido Nítrico DETA-
NO. Igualmente, en CME humanas hemos comprobado que 
adicionando el donador de óxido nítrico DETA-NO a una 
concentración de 2 y 5μM es posible reducir la concentración de 
bFGF, componente crítico en el cultivo de células madre embrionarias 
humanas para el mantenimiento del estado indiferenciado de las 
mismas, al 75 u 87,5%, manteniendo la proliferación y pluripotencia 
de las células. Sin embargo, dado que uno de los mayores retos para el 
uso clínico de las células troncales es la exposición a productos 
derivados de animales no-definidos en el medio durante el cultivo y la 
expansión celular, conseguimos optimizar un medio libre de suero, 
con una concentración de bFGF de un 25% y en presencia de DETA-
NO a una concentración de  2 µM. Sin embargo, no es posible retirar 
por completo los factores de crecimiento en ausencia de suero, los 
cuales siguen suponiendo un alto coste en el medio de cultivo. Hemos 
comprobado que este medio mantiene la pluripotencia de las células 
madre embrionarias humanas, con el inconveniente de que se reduce 
la tasa de proliferación y supervivencia celular con respecto al medio 
control. 
Posteriormente procedimos a optimizar un medio de cultivo 
químicamente definido libre de suero para el cultivo de CMM de 
tejido adiposo, estudiando el efecto del NO sobre las mismas. Ng et 
al. desarrollaron en 2008 un medio xeno-free basado en una serie de 
factores de crecimiento, entre ellos PDGF-BB, bFGF and TGF-β1, los 
cuales se ha comprobado que promueven la expansión de CMMs 
humanas indiferenciadas 105. En 2010 Jung et al. también reportaron 





β eran críticos para la expansión de CMM humanas 149. Teniendo en 
cuenta estos estudios y nuestros resultados obtenidos en los ensayos 
de pluripotencia, fenotipado y morfología, conseguimos estandarizar 
un medio químicamente definido libre de suero, el cual requiere de los 
factores de crecimiento bFGF, necesario para mantener el estado 
indiferenciado de las células madre humanas, y TGF-β, que regula la 
proliferación y diferenciación celular y la homeostasis de tejidos; 
además de otros componentes en el medio de cultivo que mejoren la 
adhesión, proliferación y fenotipo de las células madre 
mesenquimales, como son aminoácidos no esenciales, glutamina y 
piruvato. Así estudiamos el efecto del NO en este medio libre de 
suero, aprovechando su papel a bajas concentraciones en el 
mantenimiento de la pluripotencia y la supervivencia. Conseguimos 
reducir la concentración de bFGF a un 75%, y suplementándose con 
una concentración de DETA-NO de 2 µM,  obteniendo un medio libre 
de suero de menor coste, el cual mantiene la tasa de proliferación, 
características fenotípicas, morfología y capacidad de diferenciación.  
Finalmente este medio fue optimizado realizando una serie de estudios 
hasta lograr que la proliferación y pluripotencia se mantuviesen a lo 
largo de los pases. Manton et al. descubrieron en 2013 que CME 
humanas podían ser propagadas y mantenidas en estado indiferenciado 
en condiciones libres de suero en un medio químicamente definido 
suplementado con vitronectina 150. Otro estudio realizado por Heng et 
al en 2012 demuestra el uso de vitronectina como matriz para la 
propagación a largo plazo de CME humanas en un medio de cultivo 
definido 151. Recientemente se ha demostrado que CMPi cultivadas en 





recombinante mantenían la expresión de marcadores de pluripotencia, 
y capacidad de diferenciación hacia ectodermo, mesodermo y 
endodermo 152. Guokai et al. demostraron también el uso de 
vitronectina como matriz en el cultivo de CMPi y fibroblastos, 
favoreciendo su crecimiento 153.  Estos estudio entre otros indican que 
la vitronectina humana recombinante puede favorecer el cultivo y 
mantenimiento del estado de pluripotencia de células madre en 
condiciones no xenogénicas, y por tanto se procedió al estudio de la 
misma con nuestro medio químicamente definido. En primer lugar se 
comprobó que el cultivo sobre vitronectina favorecía la adherencia 
celular frente a la gelatina en las CMMs. Sin embargo, no era 
suficiente para mantener la proliferación y expansión de las mismas. 
La suplementación del medio con hormonas y componentes claves es 
también crucial. Ya en 1981 se demostró que la hidrocortisona 
incrementaba la proliferación de CMM de médula ósea humanas 154. 
En 1995, Gronthos et al. comprobaron que un reactivo sintético de la 
hidrocortisona era un componente esencial en un medio libre de suero 
para el cultivo de células de médula ósea humanas 155.  
Posteriormente, Jung et al. encontraron en 2010 que hidrocortisona, 
ácido ascórbico y fetuina eran importantes factores de crecimiento y 
anclaje junto con el uso de una proteína matriz adecuada, permitiendo 
el aislamiento de CMM humanas y su consiguiente expansión 149. 
Dado el importante papel de la hormona hidrocortisona como un 
componente clave en un medio libre de suero para el crecimiento de 
CMM humanas decidimos confirmar la necesidad de esta hormona 
para aumentar la proliferación con nuestro medio y vitronectina como 





hidrocortisona 100nM, aumentando la proliferación celular casi el 
doble en el cultivo con vitronectina. Finalmente se comprobó que para 
inhibir la senescencia replicativa y mantener el cultivo a lo largo de 
los pases fue necesario reducir la concentración de glucosa en el 
medio, empleándose un DMEM bajo en la misma. De esta forma se 
consiguió optimizar un medio de cultivo libre de suero para el cultivo 
de CMM humanas, tanto de tejido adiposo como de médula ósea, el 
cual mantiene las características fenotípicas de las mismas y aumenta 
la tasa de proliferación con respecto al medio control. Este medio 
titulado como “MQD-CABIMER” está constituido por un DMEM 
bajo en glucosa y los factores de crecimiento TGF-β y bFGF, este 
último a una concentración reducida al 75%, y suplementado con 2µM 
de NO y 100nM de HCOR, sobre vitronectina.  
  
 Recientemente, las células madre mesenquimales han 
adquirido un gran progreso en múltiples ensayos clínicos, pero el 
requerimiento de altas dosis celulares es en la mayoría de los casos 
imposible de obtener con los métodos de cultivo 2D tradicionales 111. 
Debido a esta demanda para futuras terapias celulares, surge la 
necesidad de desarrollar sistemas de cultivo óptimos capaces de lograr 
cantidades significativas de células madres, de forma segura, robusta y 
económica, de acuerdo con los requerimientos de calidad para 
productos médicos. De esta forma, el uso de biorreactores usando 







 El cultivo de células madre humanas mediante sistemas de 
cultivo en biorreactores ha sido objeto de estudio de una serie de 
ensayos, en células madre embrionarias 156, y también en células 
madre mesenquimales 115,157. Numerosos grupos han proporcionado 
datos preliminares del cultivo en “Spinners”, describiendo el uso de la 
transferencia celular “bead-to-bead” para pasar a gran escala 158-160. La 
expansión de CMMs humanas aisladas de tejido de placenta en 
“spinnerflasks” de 250 ml usando “microcarriers” fue descrita por 
Hewitt et al. estudiando el efecto de la geometría impulsora en la 
expansión celular, la densidad de cultivo y la concentración de 
microcarrier 157. Por primera vez, CMMs humanas fueron cultivadas 
en un cultivo a gran escala basado en “microcarriers”  usando un 
biorreactor de 5 litros, por el grupo de investigación del Doctor 
Hewitt. El protocolo establecido permitió el exitoso desprendimiento 
de las CMM humanas de la suspensión células-“microcarriers”, y la 
calidad fue posteriormente analizada, mostrando que las células 
mantenían sus marcadores inmunofenotípicos, características 
morfológicas principales y potencial de diferenciación multilinaje 115. 
Recientemente, Goh et al. emplearon un biorreactor de 1 litro con pH 
y oxígeno disuelto controlados, para demostrar la escalabilidad de un 
cultivo de CMM fetales humanas, obteniendo 8x105 células/ml 161. 
Además, muy recientemente Thomas R.J et al. han demostrado por 
primera vez que las CMMs humanas de médula ósea pueden ser 
expandidas, levantadas, separadas, criopreservadas y recuperadas a 
partir de un proceso de cultivo potencialmente escalable en 





CMM, y proporcionando así un proceso de producción libre de suero 
escalable para terapias basadas en CMMs humanas 162. 
Como parte final de esta tesis planteamos la posibilidad de 
escalar el cultivo de CMM con el medio químicamente definido libre 
de suero a gran escala mediante el uso de biorreactores, con la 
finalidad de generar las altas dosis celulares necesarias para propósitos 
terapéuticos, sin riesgos de infecciones e implicaciones éticas. 
Realizamos varios ensayos de cultivo de células Mesenquimales 
humanas de Tejido Adiposo en “SpinnersFlasks” mediante el uso de 
“microcarriers”, y pudimos confirmar que el NO a bajas 
concentraciones está promoviendo la adherencia celular a los 
“microcarriers” y por tanto favoreciendo el crecimiento de las mismas 






































































Con los resultados mostrados, podemos concluir que:  
 
1. NO regula la expresión de Zic1 en CME de ratón, 
incrementando considerablemente su expresión. 
 
2. Egr1 actúa como activador de la expresión de Zic1 tras el 
tratamiento con NO. 
 
3. Mediante inmunofluorescencia se ha observado que Zic1 se 
expresa en células pancreáticas adultas, y que coexpresa con 
Pdx1 en dichas células, así como en CME de ratón tratadas con 
NO. 
 
4. El tratamiento con NO modifica la vía de señalización de Shh, 
reduciendo la expresión de sus genes diana. Dicha 
modificación es promovida en parte por Zic1, ya que la 
sobreexpresión de éste induce una disminución en la expresión 
de estos genes 
 
5. El cultivo de CME con bajas concentraciones de NO 
contribuye al mantenimiento del estado no diferenciado de las 
CMEs reemplazando a factores como el LIF o el bFGF. 
 
6. Hemos optimizado un medio de cultivo químicamente definido 
para el cultivo de células madre embrionarias de ratón con una 
concentración de LIF reducida hasta un 75% y 





DETA-NO. Dicho medio mantiene la morfología celular y 
favorece la proliferación celular a lo largo de los pases. 
 
7. Hemos optimizado un medio de cultivo químicamente definido 
para el cultivo de células madre embrionarias humanas, el cual  
posee una concentración de bFGF reducida al 75, 87,5%, e 
incluso por completo y requiere la adición de DETA-NO a una 
concentración de 2 y 5μM. Dicho medio mantiene la 
morfología celular y favorece la proliferación celular a lo largo 
de los pases. 
 
8. Hemos optimizado un medio de cultivo químicamente definido 
bajo en glucosa, libre de suero y con una concentración de 
bFGF reducida al 75% para el cultivo de células madre 
mesenquimales humanas, el cual requiere de vitronectina como 
proteína de adhesión celular, y de la adición de óxido nítrico e 
hidrocortisona en bajas concentraciones al medio de cultivo. 
Dicho medio mantiene la morfología celular y favorece la 
proliferación celular a lo largo de los pases. 
 
9. El NO a bajas concentraciones en un cultivo de células madre 
mesenquimales con el medio establecido promueve la 
adherencia celular a los “microcarriers” y por tanto favorece el 
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Zic1 ratón F: GGGCAGATGCGGCTAGGTTTC 
R: TCTTGCTTGATGGGTGGCGCATATAG 
Egr1 ratón F: AACAACCCTATGAGCACCTGACCA 
R: AGTCGTTTGGCTGGGATAACTCGT 
Pdx1 ratón F AGCTCCCTTTCCCGTGGATGAA 
R: TAGGCAGTACGGGTCCTCTTGT 
Gli1 ratón F: AGTGAGCCATGCTGTCTCCGA 
R: AATTTGACTGAACTCCGAGGAGGAGGA 
Gli2 ratón F: AGACACCAGGAGGGAAGGTACCATTAT 
R: ACAGACCGGAGGTAGTGCTCCATA 
Gli3 ratón F: GAGCCCTCGACGTCTAGTGATGAG 
R: TGGCATCAATTGGTACAGGAGGATGG 
Patched ratón F: CCTGTTACCGTCACCCAGGACAA 
R: TGGGTTTCAGGAGGAAAGGAGCATAG 
Nanog ratón F: AGCAGATGCAAGAACTCTCCTCCA 
R: CCGCTTGCACTTCATCCTTTGGTT 
Oct4 ratón F: AGCTGCTGAAGCAGAAGAGGATCA 
R: AACACCTTTCCAAAGAGAACGCCC 
β actina ratón F: GGAATCCTGTGGCATCCATGAAATACA 
R: ACCAGACAGCACTGTGTTGGCATA 




Nanog humano F: CCCAAAGGCAACAACCCACT 
R: AGCTGGGTGGAAGAGAACACA 
Oct4 humano F: TATGCAAAGCAGAAACCCTCG 
R: TTCGGGCACTGCAGGAACAAA 
α6-integrin humano F: AAG GCT CCT GTT TTG CAC AG 
R: ATG TAA GTC AGC CAC GCC A 





R: CCG AGT TGT AGC TTG ATG TGA GGG T 
Rex1 humano F: CAGATCCTAAACAGCTCGCAG 
R: GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA 
β Actina humano F: CGTACCACTGGCATCGTGAT 
R: TTCTCCTTAATGTCACGCAC 
CD105 CMMh F:CACTAGCCAGGTCTCGAAGG 
R:CTGAGGACCAGAAGCACCTC 
CD73 CMMh F:CGCAACAATGGCACAATTAC 
R:CAGGTTTTCGGGAAAGATCA 
CD90 CMMh F:TCGCTCTCCTGCTAACAGTCT 
R:CTCGTACTGGATGGGTGAACT 
CD45 CMMh F: CTGCATTCTCACCCGCAAGC 
R: CCGCTGAATGTCTGCGTGTC 
CD34 CMMh F: CAAGAATCCCCCACCCCTCT 
R: TGGGGTAGCAGTACCGTTGT 
CD14 CMMh F: TCCTTCCTGTTACGGTCCCC 
R: GAACCTCTGAGCTCCGGACA 
 
